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◎　ワークショップ
ワ-　ク　シ　ョ　ップo　｢拐丈生物と光｣
大瀧保(東北大､退伝生態研究センター)
[はじめに]
菌類や藻頬などを含む下等植物においては､走性や屈性､子実体や胞
子形成など多くの行動や形態形成が青色光によって制御を受けている｡
これらの現象に関してはこれまでも種々の生物で多くの報告がなされ
ているが､青色光受容体の本質がまだ解明されていないこともあって､
高等植物の光合成やフイトクローム系の関与する光形態形成､そして
動物の視覚に関する研究に比較して､この青色光反応の機梢はほとん
ど解明されていないと言っても過言ではない｡本ワークショップでは､
当センターの研究課題の一つである｢遺伝子情報発現に必要な生態因
子の研究｣に沿って､異なる生態系の中で異なる様式の光反応を行っ
ている種々の生物の中から代表的な生物をいくつか選び出し､それら
の青色光に対する応答の機構を明確にすることを試みた｡そのために､
菌類や藻類のみならず､細菌や真性および細胞性粘菌を加えた微生物
一般の光反応の特徴をまず正確に把握し､これら生物に共通する光刺
激･伝達･反応発現の機構に関する問題点を浮き彫りにすることを試
みた｡
[研究経過]
以上の主旨に沿って本ワークショップの話題提供者は次の通りであーつ
た｡
1.ワークショップの目的と意義　(大瀧保､東北大･退生研)
2.バクテリアと光　(伊藤-敏､東北大･農学部)
3.真性粘菌と光　(上田哲男､北海道大･薬学部)
4.細胞性粘菌と光　(前田靖男､東北大･理学部)
5.接合菌環と光　(大瀧保､東北大･遣生研)
6.子嚢薗#および不完全菌類と光(熊谷忠､東北大.退生研)
7.担子菌類と光　(鎌田克､岡山大･理学部)
8.藻頬と光(日光走性を中心に(渡辺正腸､基生研･大型スぺ
クトログラフ)
9.藻類と光(IT)光屈性を中心に　(片岡博尚､東北大･退生研)
10.高等植物と光からのコメント　(菅井道三､富山大･理学部)
なお､上記の話題提供者のほかに､以下の研究者の協力を得た｡
ll.接合菌類と光;特にミズタマカビ胞子褒柄の.光屈性を中心に(三
原等､京都大･農学部)
12.子嚢菌類および不完全菌類と光(Ⅱ) (本田雄一､島根大･農
学部)
13.光生物学への分子生物的アプローチ(山田恭司､富山大.理学部)
[研究結果]
各話題提供者によって､まず,それぞれが使用している材料での
最近の研究状況が報告された｡すなわち､水素発生を指標とした紅色
非硫黄性光合成細菌の光反応について分子遺伝学的手法を用いた解析
(伊藤) ､真性粘菌の変形体における光刺激による振動運動について､
電気生理学的な手法を用いた解析(上田) ､細胞性粘菌の移動体にみ
られる光走性についての実験形態学的な解析(前田) ､ヒゲカどの光
屈性やカロチン合成の光促進反応などに関して､種々の突然変異株を
利用した解析の試み(大瀧) ､ゴマハガレ病菌における胞子形成の光
誘導反応などを例にとった､薗頴のリズムや形態形成の分光学的な解
柿(熊谷) ､ウシグソヒトヨタケの子実体成典に及ぼす光の作用につ
いて､変異株を利用した実験形態学的な解析(鎌田) ､単細胞性藻頬
での光受容部位と細胞の微細構造との関係を明らかにするための題微
分光学的な解析(渡辺) ､黄緑色藻フシナシミドロの光屈性に及ぼす
caHの影響などを例にとった光刺激伝達桟橋の細胞生理学的な解析(
片岡) ､そしてシダ植物を含む高等植物の光反応からみた､これら微
生物の光反応の特徴とその特徴を利用した解析方法の開発についての
コメント(菅井)などが提示された｡
以上の話題提供から､また三原､本田､そして山田らのコメント
から､これら種々の異なる''微生物"の光反応像がより鮮明になり､
それぞれの研究のかかえる問題点や将来の研究の方向などもある程度
明らかになった｡その中で､それぞれの生物材料において光反応に関
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する突然変異株の開発が早急におこなわれるべき課題の一つであるこ
とが指摘された｡そのための､またそれぞれの研究をより深く逆行す
るための相互に利用できる手法や装置などに関しても意見の交換がな
された｡
[おわりに]
生物の光反応は､光捕獲から巨視的反応まで､長い伝達経路をたど
った連頚反応である｡したがって､ある一つの光反応を解明する場合
にも､それぞれの素過程を見極めて解析する必要がある｡今回発表さ
れた内容は､種々の素過程にわたり､各自の実験系を概観する上で有
意義であった｡これら素過程をより精密に解析していくためには､突
然変異株を利用するのが効果的ではあるが､材料によっては変異株を
単離するのが困難なものもある｡今後はより強力な協力体制を組み､
このワークショップで得られた結論が実現できることを期待する｡
3
遺伝子組換え植物の遺伝子発現及びその安定性に関する研究
一一トランスジェニック植物及びオルガネラ遺伝子発現,
代表者名,亀谷寿昭(東北大連生研)
1.はじめに
近年,めざましく進展してきた細胞培養,細胞融合,組換えDNAなどの所謂バイオテク
ノロジーによって,自然界にはない,新しい遺伝子組成からなる植物が続々と作出されつ
つある.これらの植物は実用的利用のみならず遺伝子発現とその安定性,自然界に於ける
行動などの遺伝,生態学的観点から非常に興味ある研究材料である.本センターにおいて
も,上記研究課題の一環として,トランスジェニック植物の細胞融合における遺伝子発現
と安定性について研究している.また,キャベツと大根の細胞融合により,キャベツの核
と大根の葉緑体を会わせもつ体細胞雑種の育成に成功した.この雑種は,両親が正常にも
かかわらず,細胞質雄性不稔であった.本センタ-のこのような研究状況をふまえて, ｢
トランスジェニック植物及びオルガネラの遺伝子発現｣のワークショップを開催した.
2.研究の経過と結果
以下の講演とそれに関する討論をおこなった.
(1)細胞融合とトランスジェニック植物.亀谷寿昭,土岐精一(東北九遺生研)
細胞融合研究にマーカー遺伝子の必要性について述べ,さらに具体的実験例が紹介され
た.まずキャベツと大根の融合産物が細胞質雄性不稔であり,オルガネラ間の相互作用の
重要性が指摘された.また,カナマイシン耐性遺伝子のトランスジェニック植物を用いた
タバコとナスの居間雑種の育成過程が示された.
(2)トランスジェニック植物の作出と遺伝子発現.内宮博文(筑波大生物)
トランスジェニック植物の作出法について詳細な解説とこれまでの実験例が紹介された
さらに,演者らの研究,特に, Riプラスミドの瑚ヒ遺伝子の発現について紹介された･
この遺伝子は特定の細胞で発現し,器官分化　ホルモンバランスなど,植物の発育生理に
重要な役割をもつことが指摘された.
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ミトコンドリアの構造と機能を研究する上で最も重要な手法は,代謝活性が高く,他の
オルガネラの混入のすくないミトコンドリアの単離法である.本講演では,ミトコンドリ
アの緑色組織からの単離法が紹介され,それぞれの問題点についても,詳細に解説された
.さらに単離ミトコンドリアを用いた研究例も紹介された.
(4)ミトコンドリアの構造と機能〔2〕.竹田真敏(山形大医)
遺伝子操作技術の進歩によって,複雑な細胞の現象も分子レベルで解明されつつある.
ミトコンドリアは,細胞の主要なエネルギー源である呼吸及びATP合成の場である.本講
漢では,まず一般的名ミトコンドリアの構造と機能について解説された.さらに,タンパ
ク質がどのように膜を通過し,あるいは膜に組み込まれ,ミトコンドリアを形成していく
のか,その研究のながれと演者の最近の成果が紹介された.
5)オルガネラ遺伝子の構造.平井篤志(名大農)
本講演では,演者らのイネオルガネラ遺伝子の構造の研究が紹介された.まず.葉緑体
DNAに含まれる遺伝子のうち,光合成に重要な働きをするRuBisCoの大サブユニット(LS)
遺伝子とATP合成酵素のC,£遺伝子の構造と発現について解説された.ミトコンドリアに
ついては,緑葉由来のミトコンドリアDNA断片をクローニングし,環状DNAの物理地図作
製の実演過程が紹介された.
3.まとめ
本研究のテーマ｢遺伝子組換え植物の遺伝子発現及びその安定性｣は,分子-細胞一個
体の各レベルで追究されることが望ましい.本センターでおこなってきた細胞融合の研究
は各レベルの研究を連結し得る可能性を持っていると考えられる.本ワークショップでは
各分野の最先端の研究を紹介していただいた.また,遺伝子解析をするための手法上の
問題が研究遂行の障害となる場合が非常に多い.本ワ一クショップではその点についても
話題を提供していただき,有意義なものとなった.
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遺伝子情報､エントロピー則からみた水田湛水生態系の特徴
東北大連生研　服部勉　　　信州大理　勝木漫
愛媛大農　川端善一郎　　　名古屋大農　木村真人
1 ･はじめに
水田湛水生態系は､わが国ではきわめて長い期間､利用され､維持され
てきたミクロコズムである｡この系に関する土壌生成論的,土壌化学的　およ
び土壌微生物的知見は､多量に蓄積されてきている｡また､肥培管理に関する
研究も著しく多い｡これらの点からいって､水田湛水生態系は､他に難をみな
い程深くわれわれ日本人によって理解され､親しまれてきた系であるといえよ
う｡
･しかし､この水田生態系を他の生態系と比較したり､生態系共通の理論
的観点から検討し､その特徴を解明していく作業は､これまであまり進んでい
ない｡おそらくこの作業には､水田に関する諸知見をエネルギー論や情報論の
ような包括的理論から見直していくことが求められると考えられる｡本ワーク
ショップでは､その最初の試みとして､エントロピー則､遺伝子情報､土壌生
成とその生化学反応などの諸親点をふかめ､それらの相互関連性を探求する｡
2･研究経過
先ずあらかじめ各報告者の報告内容を原稿として提出していただき､そ
のコピーを各参加者にくぼり､意見と疑問点を出していただいた｡これらの意
見と疑問点を出来るだけ考慮して､当日のワークショップを運営するようにし
た｡
ワークショップは､ 12月19-21日の3日間行なった｡先ず､服部
が､今回のテ⊥マの趣旨と目的および日程について話した後､報告にはいった
｡最初の報告は､木村氏で､ ｢土壌生成､土壌生化学からみた水田土壌の特徴
｣というタイトルで話された｡氏は､特に湛水による水田の還元過程の微生物
学的､および生化学的解明について論じられた｡報告につずいて行なわれた討
論では､還元過程の進行と有機物の代謝経路の転換との関係が､注目された｡
次の報告は川端氏で,テーマは｢微生物フロラを構成する種の多様性と安
定性｣であった｡まず多様性の概念について考察された後､多様性と安定性と
の関連性を論じられた｡つずいてループ分析について触れられ､この手法がフ
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ローラを構成する種間の相互関連の解析法として有望であることが指摘された
｡つずく討論では､シャノンの多様性指標のもつ意味などについて､関心が集
中した｡
最後の報告は勝木氏で､ ｢エントロピーからみた水田湛水生態系｣につい
て､論じられた｡地球環境や生命活動をエントロピーによってどのように把握
するか､氏はこうした大問題からはじめられ､水田中で起きている各種の代謝
のエントロピー論的意味にふれられた｡討論では､氏の論理と従来の熱力学の
基礎概念との関係に関心が集中した｡
3･　研究結果
生態学の種の安定性理論および熱力学のエントロピー則の立葛から,水田
生態系を解明する新しい展望が開かれた｡しかし､本格的にこの解明をすすめ
るためには､ (1)一連の微生物フロラ調査､  (2)熱力学の基礎概念の再
検討が必要である｡また(3)水田土壌の酸化還元状態の空由的状況を調べ
る必要がある｡
4･　まとめ
水田湛水生態系についての学際的対話は､新しい研究の可能性をもたらす
ことがあきらかあとなった｡今後､ここで出された諸問題の具体的解明が期待
される｡
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系統発生と重臣力反応
菅　　　　洋
1｡はじめに
植物は地球上の異なった環境下において､それにうまく適応しな
がら種の生活を保証し､さらにそれぞれの種の繁栄を計っているが､
そのためには地球上において遭遇するあらゆる環境の変化に対応し
なければならない｡地球上に恒常的に存在する環境要因のなかで特
に興味深いものの一つに重力がある.重力は､人頓が宇宙空間の開
拓の端緒を開くことに成功してから特にその重要性を増している｡
将来､人類が宇宙基地を建設しそこで恒常的に活動を行うようにな
るためには､生物活動と重力との関連についての基礎的知見の蓄積
が不司欠である｡地球上の生物は1 gの重力の下で進化してきた｡
従って､その生活環の回転にあたっては､重力にたいする反応を多
くの場面で巧みに利用している｡当センターにおいて､共同利用研
究課題として『植物の環境適応の遺伝生態的研究』と『地球外環境
における植物の適応性の研究』を取り上げているが､この両方に関
連するものとして､植物の重力反応の問題をとりあげワークショッ
プを開催した｡
2｡研究経過
1 988年1 2月5-6日の2日間にわたり､東北大学遺伝生態
研究センターにおいて開催した｡まず重力反応研究のこれまでの歴
史的展開について整理するとともに､進化程度の異なる生物(動物
は除く)における重力反応の現状を把達し特に､重力刺激の感受､
刺激の伝達､反応の生起までの各ステップについて､粘菌､ヒゲカ
ビ､藻類､コケ､シダ類｡高等植物などにおける研究の現状を整理
することとした｡そのため下記の我が国において現在第-線で活躍
している研究者から話題提供をうけた｡
3｡研究結果
｢重力研究の史的展開｣　藤伊正(筑波大学生物科学系)
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ダーウィン以後の植物重力反応研究の史的な展開について､最近
の研究や今後に残された問題点を踏まえながら解説した｡
｢細胞性枯菌の生長に対する人工重力の影響｣　河崎行繁(三菱
化成生命科学研究所)
細胞性粘菌は生活環のある時期に重力に反応することが､始めて
示され今後の研究に大きな話題を提供した｡
｢ヒゲカどの重力屈性｣　大滝保(東北大学遺伝生態研究センタ
ー)
ヒゲカビという特異な菌類における重力研究の現状と問題点につ
いて話題提供され研究材料としての特異性や有利性が論じられた｡
｢藻類､コケ､シダ類の重力反応｣　片岡博尚(東北大学遺伝生
態研究センター)
上記の分類学上相当広範にわたる下等植物における､重力反応研
究について休系的にその現状をのべた｡
｢高等植物の重力反応一根の重力反応｣　鈴木隆(山形大学教育
学部)
高等植物の根における重力反応研究の現状と問題点について､重
力反応の諸過程のなかでとくに生長抑制物質とカルシウムイオンと
の関連れ詳しく論考した｡
｢高等植物の重力反応一細胞壁研究の立場｣　神阪盛一郎､保尊
隆亨(大阪市立大学理学部)
重力反応研究の新しい視点としての､植物細胞壁研究の重要性と
有利性について具体的な研究成果に基づいて話題が提供された｡
｢高等植物の重力反応一電気生理の立場｣　石川秀夫(　林大学
保健学部)
植物の重力反応のなかで注目を硲びている電気生理的反応につい
て､具体的な研究結果にもとづいて話題が提供された｡速いラグタ
イムの少ない反応として今後重要性が増すことが期待される｡
｢高等植物の重力反応一突然変異種の利用｣　高橋秀幸(東北大
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学遺伝生態研究センター)
微少な重力が得られない地球上で植物の重力反応を研究する有効
な手段として､重力反応性を失った突然変異種を用いる方法がある｡
この問題について､今までの研究の経過と現状について具体的な研
究結果を交えながら話題提供した｡
4｡まとめ
系統発生的に進化程度の異なる生物(動物は除く)に於ける重力
反応研究の現状と問題点を整理する上で今回のワークショップは､
大きな成果があったと患われる｡その議論において摘出された問題
点のを整理すれば以下のようである｡
研究材料と研究手法について
研究材料については､基本的な共通機構をさぐるためには､単細
胞のものはかえって有利であろうという意見もあった｡重力感受の
ステップでどのようなものが受容体であるかが問題である｡環境反
応においては､受容体がはっきりしているものの分野では学問の進
歩が速い｡しかし､一方では重力反応の場合単細胞のものでは受容
体がはっきりしないものが多いなどの問題がある｡
細胞性粘菌のようなものは多様な生活環をとるが､生活環のある
相において重力反応が発見された｡細胞増殖に対して､動物で見ら
れる重力の効果との対比なども話題となった｡粘菌の多様な生活環
の各相の中で､重力に感応する時としない時での､細胞内容の違い
などを調べる'のも今後の興味ある問題であろう｡
さらに高度な藻類､コケ､シダ類では平衡石に相当する構造体が
発見されているものといないものがあり､高等植物との関連で興味
あるが､研究は多くないのが現状である｡
高等植物では､比較的研究も多くさらに器官別(根､地上部など)
でも研究されているが､重力反応性を失った突然変異系統を利用し
て研究できるなどの利点がある｡しかし､構造が複雑であるなどの
問題や､材料によって統一見解が得られていないなどの問題も多い｡
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しかし､系統発生上の異なった位置にあるこjJLら生物の重力反応研
究の成果を比較検討することは､今後の研究進展上極めて大切であ
ろう｡
研究手法については､あまり史的にも大きな展開は見られていな
い｡しかし､ 2軸(3次元)のクリノスタットの開発や､電気生理
研究の手法の導入などは､今後の研究進展に大きな期待がもたれる
だろう｡例えば､車力反応における受容体が何であるにしても､石
みたいなものがゴロツと落下することを考えると､それ以後反応の
生起までは､長い反応のようであるが電気生理的にみると､反応は
極めて早く起こることが指摘された｡その場合は､石がほんの少し
位置を変えただけで電気的な反応が起こることが指摘された｡
反応機構について
『刺激受容一刺激変換一反応生起』の一連の反応鎖については､
重力の変化の認識と反応を､区別することが大切であろうという意
見が多かった｡そのためには､刺激の受容と反応を別の物として考
える必要がある.一緒にして考えると､ブラックボックスが大きく
なるだけである､という指摘があった｡電気生理的な早い反応は､
その意味で有意義である｡しかし､一方では､それはある種の現象
論に過ぎないのではないかという批判もある｡トレーサー実験など
を組み合わせるのも､今後の方向であろうという指摘もあった｡
反応機構の研究に突然変異種の有効なことは判っているが､-遺伝
的バックグラウンドが同じで､ステップの異なる突然変異種をとる
ことが必要であろうという意見があっ声｡
反応機構のなかで､一番問題にされやすいホルモンの関与につい
ては､抽出可能なホルモンと､生物検定したものと違うことが多い
ので､化学的に抽出したものが､現象に対して正しいものを反映し
ているとは限らない｡今､色々な方法でホルモン差を探しても､こ
れ以上にあまり新しいことは出てこないだろうとの指摘もあった｡
ホルモンの作用模作がもっとよく判った時､それが重力屈性にどの
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ようにあてはめられるのか､という考え方をした方が良いのではな
いか､という意見があった｡
系統発生的には､藻額の車軸藻より高等なものではIAAが働い
ていると考えられるが､それよりプリミテブな系ではIAAは働い
ていないだろうという意見もある｡そこではカルシウムが､主とし
て作用しているのではないか｡高等植物でも､根はプリミテブな器
官という考え方もできるかも知れない｡光反応において､高等植物
ではフイトクロム系が働いているが､よりプリミテブなものでは､
青色光が働いているというような考えに対応して､問題を設定でき
るかも知れないとの意見表明もあった｡
しかし､一方系統発生的に異なる植物も､陸上に生活しているも
のでは､重力反応については､むしろ同一と考えられないかという
意見もあった｡生物が海から陸上に出てきた時以外は､重力に関し
ては1 gで変わらないから､むしろ受容体などはどのような植物で
も､同じではないかという考えもできるという意見もあった｡
最後に重力反応と遺伝子発現について､重力反応でも遺伝子発現
を行っているのであろうかとも問題が話題となったが､蛋白､核穀
の合成系を加えて考えた時の重力反応はどうであろうかについて議
論があり､少なくとも偏差生長を保証するだけの蛋白は必要であろ
うとの意見があった｡
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◎　共同利用研究
温度条件に対するイネの適応性のメカニズムに関する遺伝生態的研究
退伝研　佐藤洋一部,北大･農　前川雅彦,
弘前大･農　石川隆二東北大･遺生研　佐藤耽志
植物の適応性は個体(芽胞体)レぺ/レでの適応性と配偶子レベルでの適応性に
わけて検討する必要がある｡本研究でもこの2つの甜面からの検討を行なった｡
(個体レベル)温度に対する適応性に関係すると思われる形質の1つであるふ毛
長の長さに関する遺伝子(gl )に関する準同質遺伝子系統を高温および低温条件
下で栽培し､生産形質を検討した｡温度砕完は環与論fl御施設を利用して設けた｡
これら同質退伝子系統の生産形質は高温下で栽培した場合にも低温下で栽培した
埠合にもほぼ同程度の値を示したヶふ毛長の長短(またはgl遺伝子)の異なる温
度条件下での適応的意味を立証するには至らなかった｡
(配偶子レベル)温度に対する適応性に差がある品種の交配に由来するFlを､受
精時に異なる温度環境下で栽培し､次代における種々の指標形質に関する遺伝子
の分詩笠のデータを検討した｡温度環境は環境制御施設を利用して設けた｡その結
果､いくつかの指標退伝子の分離がF l植物が受精時におかれた温支環境によって
異なり､配偶子レベルでの適応性の存在が確認された｡なお､低塩抵抗性に直接
関係すると思われる形質または遺伝子の調査はまだ完了しておらず､引き続いて
調査を続行する必要がある｡
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昭和63年度共同利用研究 課是喜番号　882002
ヒ　ゲカ　ヒ~　く_P h y c o m y c e s　)
の胞子嚢柄中ここ含　ま　れ　る　タ　ニノ)ヾ　ク　掌蔓
結晶体の分離　と　同定
岡田勝美　(山形大学･教育学部)
大瀧　保　(東北大学･遺生研)
森崎久雄　(東北大学･遺生研)
協力者:岩田佳代子(山形大学･教育学部)
1.はじめに
ヒゲカビ(Phycomyces)の胞子葉柄中にはタンバク質性の結晶体が
多数含まれていることはvan Tieghem (1875)以来､古く.から知られ
ている.が､その化学的同定や生理的作用に関しては全く解明されてい
ない｡この結晶体は正八面体で265-285nm,350-380nmおよび　450-470
nm　に吸収ピークを持ち､ 465nmの励起光に対しては　540nmの弱い蛍光
を発することなどが明かにされたが(Ootaki and Uolken, 1972)､こ
の結晶体を純粋にしかも大童に単離する方法がまだ確立きれておらず､
その化学弥な解析も困難であった｡この結晶体が光刺激受容体や重力
刺激受容体と関与している可能性も指摘されていることから､この結
晶体の解析はこのカどの光反応や重力反応を研究する上で重要な課題
となってきた｡本研究ではこの結晶体を超遠心法などで分離すること
を試みる一方､この結晶体の物理化学的な性質を利用してコロイド物
理化学的手法で分離することも試みた｡
2.研究方法
(a)ヒゲカttiの野生株であるNRRL1555(-)株を直径15cmの大型ベトリ
皿､約100枚にまき､それを20o Cで5日間培養し､胞子嚢形成前の第
l期胞子嚢柄のみを大童に収集する｡超音波洗浄器で混入している胞
子をできるだけ取り除いた後､ポリトロンで細胞を粉砕し､細胞内容
物を絞り出し､低速および高速遠心によって脂質などを取り除く｡結
晶体を含む沈澱層を庶糖やバーコール､あるいは塩化セシウムの密度
勾配法を用いて超遠心を行い､結晶体を他の爽雑物から分離する｡
(b)結晶体を溶解させ､ SDS電気泳動にかけ蛋白の泳動バターンを見
る｡
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(C)種々のpH条件の下での結晶体の移動度を測定する｡
(d)結晶体を含む分画を異なるpHの緩衝溶液に怒濁し､種々の陰イ
オンや陽イオン樹脂に吸着させたり､あるいは電圧をかけ泳動するこ
とによって結晶体を純粋に分離することを試みる｡
3.研究結果
(a)ヒゲカビを同調的に培養し第l期胞子葉柄のみを大童に得るため
に､ 48o Cで5分間処理した胞子を直径15 cmのベトリ皿当り約300個ま
き･それを20o C,lo∫川/cm2の白色光の下で3日間培養し胞子嚢柄の形
成を誘導した｡次に4o Cで15時間処理することによって胞子嚢柄の生
長を同調させた後､ 20o C､ 10~2-10~3J川/cm2の弱い白色光の下で培
養した｡その結果､ 100枚のベトリ皿当り約50g(FU)の胞子嚢柄の収量
があった｡
(b)連続､および不連続の庶糖密度勾配法による超遠心の結果､結
晶体は40-60Xの間の層に分布し､明確なバンド形成は見られなかった｡
また､この層には広く混入した胞子も存在し､完全に結晶体を胞子か
ら分敵することはできなかった｡これは塩化セシウムやバーコールを
用いた場合でも同じであった｡
(C)結晶体を酸性にして溶解L SDS電気泳動を行った結果､分子量
約450,00()の部分に特異的なバンドが現れ､その吸収スペクトルや蛍
光スペクトルを見ると､おのおの280nmに吸収ピーク､そして465nmの
励起光に対して540nm　の蛍光がみられ､このバンドが結晶体由来の蛋
白である可能性が示唆された｡
(d)電気泳動のバンドから抽出し濃縮した液から､透析膜を用いて
再結晶化を試みたが明白な結果は得られなかった｡
(e)結晶体の懸濁液に電圧をかけ､異なるpH条件下での移動度､を明
らかにした｡またこれを利用し､結晶体を陰イオン樹脂に吸着させる
条件を兄いだした｡
4.おわりに
本研究ではヒゲカビに含まれるタンパク質性の結晶体の化学的同定
と生理的な作用を調べるための基礎甘うな実験を行った｡材料となる胞
子嚢柄にできるだけ胞子が混入しないようにするため､培養の期間ち
通して胞子嚢を形成した胞子嚢柄は除去したが､非常に細い､いわゆ
る倭性胞子蛮柄からの混入は避けられなかった｡これらの値子は1核
から8核まで異なる数の核を含むため､その比重も胞子の個体によっ
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て大きく異なり､このことが結晶体を遠心によって単離することを困
難にした｡現在は種々のporeサイズのメッシュを通すことによって､
この両者を分離することを試みているが､今後は上述した方法も含め､
これらの方法を併用することによって結晶体を単離することは可能と
思われる｡また､胞子嚢形成欠損変異株の利用も考えられる｡この結
晶体の生理的作用に関しては､結晶体欠損変異株を単離して､その行
動や外的刺激に対する反応を野生株のそれらと比較することも一つの
方法であろう｡これらの結晶体がはたしてこのカどの光屈性や重力屈
性に関与しているかどうか興味ある問題である｡
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ヒ　ゲカ　ヒー(phycomyces)の胞子乗手丙ここ
お　らナ　る　光屈･性の　向牢析
山形大学･教育　津留俊介,　　東北大学･送生研　大瀧　保
1 .はじめに
垂直に立っているヒゲカどの胞子索柄に､水平な光を一方向から螺
射すると､野生株は正の屈性を示し､ミズタマカビ型変異株は負の屈
性を示す｡その後も光照射を続けると､屈曲度は次第に増加する｡
そこで､代表的野生株の光照射による飽和屈曲度を実験で調べると
同時に､数値計算によってヒゲカどの光屈性の勤的解析を行ない､最
終屈曲角度の理論的解釈を試みた｡
2.研究経過
実験には代表的野生株を用い､しきい値以上の強度の青色光を水平
な一方向から垂直状態のヒゲカビに,BB射し続けて､屈曲状態を観測し
た｡
･一方､様々な屈曲角度について､胞子褒柄細胞表層における光源側
と反光源側の光線の軌跡､光強度分布および光強度最大値を数値計算
によって求めた｡その際､胞子喪柄細胞内における光の散乱および吸
収を考渡し､胞子乗柄細胞の直径､散乱係数､吸収係数をパラメータ
として用いた｡
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3.研究結果
実朗によ-り､ヒゲカどの代表的野生株の最終屈曲角度は75度前後で
あることが分かった｡
一方､数値計算においては､胞子褒柄細胞表層における光源側と反
光源側の光強度分布を求め､それぞれの光強度最大値IlllaX.,工2na,7.
を比較した｡その結果､屈折率n=1.38､散乱係数　kl=0.00642
(/mm) ､吸収係数k2　=0.058　の実測値の場合､工17lIaX.=エ2lna,Y.で与
えられる最終屈曲角度は72度となった｡
4.まとめ
芽ill再計算を行なった結果､光強度分布は　D.Varju　らのシミュレー
ションの結果と良く一致すると同時に､最終屈曲角度も実験結果と非
77,'に良く一致した｡
従って､ヒゲカどの光屈性は､光受容体が存在する胞子喪柄細胞表
層における光源側と反光源側の光強度最大値の比(エlma,Y./エ2InaX.)
で決定されると考えられる｡即ち､ Ilmax./r2max.< 1　ならば正の､
tlmax./I2max.> 1　ならば負の屈性を示し､工Irnax.=工2max.で最終屈
曲角度が決まる｡
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別紙(作成書式)
共同弄り用研究是巨目名
東北大･辻生研　熊谷　息､　　宮教大･生物　後藤伸治
1.はじめに
シElイヌナズナ(Arabidopsis thaliana L･ Heynh･)の長広軸突裁変異(hyお
I                       _
よび1h系統)は現在約1 0種類が知られているが､そのいくつかは糞化艦軸中
にフイトクロムが検出されず､フイトクロム欠規突然変異とも呼ばれている｡
一方,一針こ長日植物の花芽形成は､短日条件下における時期の光中断によっ
て促進され､その光受容体はブイトクロムであるとされている｡このことから､
hyまたは1h突然変異は花芽形成における光周性とブイトクロム作用の関係を解
析するために好都合の材料となる可能性が予想される｡今年度の研究では現在
保存されている9系統のhyおよび1h突然変異について花芽形成に対する光中断
の効果を謝べ､各系統の光周反応の特鞍と系統間差異を明らかにすることとし
た｡
2.研究経過
遺伝子座が分かっているhy突必変異5系統および辻伝子鹿が未決定の突然変
異(lh)4系掛こついて､長日(16時間日長)および鬼日(9時間日長)条
件下での花芽形成過程を湘べた｡さらに､先日集件でその時期の中間(時期の
7時間目から30分)で光中断(白色光または赤色光)を行ない､花芽形成過
程-の効果を謝べた｡各系統の植物種子をバーミキュライトまたはロックファ
イバーに播き,. 5日臥　5度Cの低温を与えた後､ファイトトロン(由H型)
申(25度C)で生育した｡栄養液としてハイポネクスを常法で使用した｡花
芽形成の判定は各個体の昇1花の開花時および抽だいに至るまでに形成きれた
ロゼット葉数を指襟とした｡
3.研究結果
長日､短日および光中断条件下での開花日数(50%の個体が芳1花を脚花
した日)を表1に示した｡すべての系統で長日条件下で短日条件よりもはやく
開花が起こった｡さらに､短日下では開花までの日数の系統間差異が大きくなっ
た｡しかし､予期に反して､光中断による阿花日数の短縮は起こらず,逆に白
色光の光中断によって開花日は遅れる傾向が見られた｡これは､短日条件下で
はロゼット葉の展開と成長の個体差が大きいこと､花芽を形成しても日長不足
のためなかなか開花に至らないこと等､短日条件による花芽形成血外の種々の
効果が重なり､開花日がかならずしも花芽形成と平行していないことによると
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思われる｡
一般に花芽形成の早晩性はロゼット業数で滑ることができるので､抽だい以
削こ形成されるロゼット葉の数に対する光中断の効果を表2に示した｡白色光
の光中断によるロゼット葉数の減少効果は概して小さかったが,赤色光による
光中断はすべての系統でロゼット葉数の減少をもたらした｡このことは､白色
光よりも赤色光による光中断の方が花芽形成に促進的に幼くことを示している｡
特に,野生型(Landsberg)､ lh-2､ 1広一4は赤色光の光中断により著しく花芽形
成が早まった｡ hy-4およびhy-5のロゼット葉は白色光の光中断により増加した
が､赤色光によっては逆に減少した｡これらの系統では光覚によって花芽形成
効果が逆転する可能性が考えられ､更に検討が必要である｡ hy-1, hy-2, hy-3
は植物の体制が小さく､元来ロゼット葉数も少ないが､光中断効果は白色光､
赤色光の両方とも小さかった｡
4.まとめ
今年度は実験条件の検討と予備的な実験に終り､詳細な実験は来年度に持ち
越された.実験条件と~しては､短日の時間設定を8時間日長,光中断を1時間
とすべきこと､花芽形成の指額としては､方1花の開花日よりも,軸だいの始
まった日(第1花芽の肉眼による範頼)とすべきこと等が分かった｡
来年度はこれらの条件下で赤色光､青色光および近赤外光の光中断効果を各
系統について比載検討したい｡
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表1､長日､短日および光中断条件下における各系統の阿花までの日数
(50%の個体が斧1花を開花した日)
系統　　　　　長日　　短日　　　　光中断
白色光　　赤色光
Wild(Landsberg) 2 3　　4 6
hy-1　　　　　　24　　45
hy-2　　　　　　　22　　41
hy-3　　　　　　　27　　44
hy-4　　　　　　　25　　43
hy-5　　　　　　　22　　52
1h-1　　　　　　　25　　42
1h-2　　　　　　　23　　47
1h-3　　　　　　　23　　41
1h-4　　　　　　　22　　　38
49　　　　41
46　　　　44
49　　　　44
50　　　　45
54　　　　46
59　　　47
46　　　　50
65　　　　52
55　　　　49
43　　　　44
表2.短日および光中断条件下における各系統のロゼット兼歎
光中断
系統
Viュd(Landsberg)
hy-1
hy-2
hy-3
hy-4
hy-5
1h-1
lh-2
1h-3
1h-4
短日　　　白色光　　赤色光
21.2　　13.8　　11.6
6.0　　　　5.8　　　　4.0
6.0　　　　5.9　　　　4.4
5.4　　　　5.4　　　　3.5
ll.3　　　13.1　　　8.5
14.5　　　20.2　　　11.4
6.0　　　　5.3　　　　4.1
15.2　　　12.0　　　　8.1
11･4　　　9..8　　　8.4
13.8　　　　8.1　　　6.9
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藻ー　および菌兼責多核体の光生理反応にお
8する糸田鞄骨格の動態
山形大･理　妻沼　佑　木村雄二　東北大･遺生研　片岡博尚
1.はじめに
植物や菌類にとって光条件が発芽後の生存を決定する最も重要な生息要因であ
る｡この光条件に対する積物の応答反応の例として､より適した光条件に向かっ
て､あるいは遠ざかる方向に生長方向を変える光屈性反応がある｡この光屈性は
たいていの格物で観察されるが､中でも多様細胞性の青緑色藻フシナシミドロ､
緑藻ハネモ､接合菌ヒゲカビなどはいずれも青色光に対して辞書な光屈性反応を
示すことが知られている｡とくにヒゲカどやフシナシミドロでは青色光の受容か
ら屈曲の発現まで数分以内に起こるが､この屈曲には局所的な生長域への細胞壁
特賞を分泌する小胞の運搬やその部域での著しく摘発な分泌滴動が伴うと予想さ
れる｡このような局所的な小胞運搬や小胞放出には細胞内骨格としての微小管や
マイクロフィラメントあるいはその調節因子としてのかレシウムが関与している
ことが知られている｡片岡がフシナシミドロで兄いだしたカルシウムによる光屈
性方向の制卸ま光屈性反応における細胞内骨格系の関与を示唆している｡
本研究はヒゲカビ､フシナシミドロ､ハネモという極めて単純な体制を有する
多核細胞を用い､間接蛍光抗体法を利用して光屈性反応に伴う細胞内骨格の動態
を調べることにより､これら多核体細胞に共連な光屈性の中間過程を推定するこ
とを目的としている｡
2.研究経過
本研究の目的達成のためにはそれぞれの細胞の細胞内骨格である微小管および
マイクロフィラメントが可視化されなければならない｡そのため今回は微小管骨
格可視化のための条件を圭に稚討した｡
実験材料のフシナシミドロとヒゲカビは遺伝生息研究センターで培養している
ものを､ハネモは山形大学で培養しているものをそれぞれ用いて行った｡
3種の材料はいずれも一般の高等植物とは異なった水透過性､細胞壁構造など
の細胞特性を有し､一般に使われるパラホルムアルデヒド固定ではほとんど細胞
質構造の保存がなされないので､間持蛍光抗体法ではあまり使用されることない
ケルタルアルデヒド固定が用いられた○また酸化したグルタルアルデヒドは非特
異的蛍光の原因になるため､固定した材料を還元剤であるNaBHJで処理し､その後､
Triton ‡-100処理､市販のモノクローナル杭休を用いた1次抗体処理､ Toxas
Redで蛍光凄諭した2次抗体処理を行い､蛍光瀬微鏡篠本を作製した｡
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3.研究結果
グルタルアルデヒド固定した切片はグルタルアルデヒドの非特異的な蛍光によ
り､バックグランドが高く蛍光観察には不向きとされ､間接免疫蛍光抗体法にお
いてあまり一般的な方法ではない｡しかし固定切片を還元剤処理することにより､
また二次抗体の蛍光色兼をTexas Redに変えることで十分な蛍光親寮価を得ること
ができた｡特に今回実験に用いたヒゲカビ､フシナシミドロ､ハネモ細胞のよう
にパラホルムアルデヒド固定では十分な固定がなされない細胞においては亀めて
有効であった｡
実験に用いたこれら3種の細胞で岡持蛍光抗体法により観察された微小管配向
健が図1-3に示してある｡ヒゲカビ､フシナシミドロ､ハネモのいずれの細胞
においてもその非生長城での微小管配向は細胞長嶋に対して概ね平行であった｡
しかし､その数や配向の様子は種により､かなり異なっていた｡
ヒゲカどの胞子嚢柄では､蛍光様議された微小管はその一つ一つが細く非常に
密で直線的であり､あまり枝分かれすることなくほぼ細胞長軸に平行に配向して
いた(Fig.la,b) ｡一方､フシナシミドロの細胞では微小管は全体的には細胞長
軸に平行に配向しているが､ヒゲカどやハネモに比べ数も少なく､太く短い繊維
構造として観察された(Fig.2a,b) ｡しかしこれらの太い繊維構造同士はそれよ
り細い繊維構造で架梼されたネットワークを形成していた｡ハネモの微小管構造
は上述した2種の微小管構造の中間的様相を呈していた｡蛍光標沸された繊維構
造は太い細維構造と細い繊維横道からなり､それらは相互に集合能赦しながら､
細胞長軸に平行に配向する密なネットワーク横道を形成していた(Fig.1a.b) ｡
4.まとめ
一般に電子顕微鏡用の試料の固定剤として使われるグルタルアルデヒドは間掩
蛍光抗体法用の試料固定には不向きとされるが､画定切片の後処理を適切に行え
ば十分な蛍光顕微鏡観察価が得ることができ､パラホルムアルデヒドで固定が不
十分なヒゲカとゲたど､ハネモ､フシナシミドロでは有効であった｡
ヒゲカビ､フシナシミドロ､ハネモは系統分類学的には大きく異なるが､その
非生長域における微小管配向はいずれの場合も細胞長軸に平行に配向していた｡
今回はこれらの植物の生長部における微小管配向を明らかにするまでには至ら
なかったが､光屈性と微小管配向との関係について検討しつつある｡
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マウス抗ニワトリ脳-βチュプリン　モノクローナル抗体とTexas red様謙ヒツ
ジ抗マウスIgを用いた間接蛍光抗体法による細胞内微小管便
Fig.1:ヒゲカビ胞子嚢柄　Fig.2;フシナシミドロ　Fig･3:ハネモ
Fig.3　a. bの大きな類粒状構造は葉緑体の自家蛍光による
bはaの拡大懐　く　scale bar 1 a　2a　3a: 50JLm.
l b　2b: lo〟m.　3b: 30〟m)
●寸は細胞長軸の方向を示す
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銅電極法による銅の光生理反応の解析
東北大･理学部　織田　朋樹
東北大･遺生研　片岡　博尚
1.はじめに
光はエネルギー源としてばかりでなく,植物の体制を決める環境因子
の1つとしても重要である･たとえば,一方向からの光照射によって非対
称の成長がおきて屈曲したり,光照射点に新しい成長点や分枝が誘導され
たりする･このように植物体への光作用の結果は形態学的に明瞭にとらえ
ることができる･しかし･光受容後,形態的変化が検出されるまでに細胞
内にどのような生理･生化学的反応が惹起されているのかは未解明の部分
が多い.
近年,細胞や器官の成長･分化がおきる時,および細胞外からの光,
重力などの刺激を受けた時に,特定のイオンチャネルやポンプが不均等に
分布したり,あるいはそれらの活性に変化が生じることが明らかになって
きた･そこで,我々は藻類の光生理反応の初期過程を,細胞膜に存在する
イオンチャネルやポンプに着目し,そこを出入りするイオンの種乳量と
方向を直接とらえ,光形態形成などとの関連を解明しようとしている.
今回は,微弱なイオンの動きを測定系外からの電気的ノイズと分離し
て検出･記録できる揺動電極測定システムを組み立てた.
2.研究経過と結果
Jaffe a Nuccitelli (1974年)は揺動電極法を開発した.しかし,そ
の心臓部である検出器(プローブ)の作製には高度に熟練と経験が要求さ
れ容易ではなかった･純田(1984年)はプローブ素材と作製過程に改良を
加えて比較的容易に効率よく作製できるようにした.今回は新たにプロー
ブとその振動のための駆動部を以下のようにして作り,それらとロックイ
ン･アンプ,′発去器,記録計を組み合わせて振動電極測定システムを組み
立てた(図1).
1 :プローブの製作･･--先端関口.直径を叫m強にしたガラスキヤピ
ラリーの中に直径10pmの金線(特注品)を挿入して,先端から長さ数十um
だけ突出させた･実体顕微鏡下で,その金線を微小炎中で溶かし,直径約
30ymの球に仕上げた.その時キヤピラリー先端のガラスも溶けて金線に密
着した･こうして作られた球の表面には,塩化白金水溶液中で白金黒の電
気メッキを施し,実験溶液中に浸された時に生じる界面電位の安定化をは
かった.
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2 :駆動部の製作･････-･･･プローブは制御された振幅と周波数で左右
に振動させる必要がある.そのために発振器からの正弦波の電圧によって
左右に湾曲するバイモルフ型のピェゾ素子(19xl.5xO.4 mm,特注品,東北
金属KK)を絶隷棒に取り付け､更に外部ノイズを遮蔽するために素子全体
をアルミニュウム管で覆った.そして,ピンジャックを介してプローブが
連結できるようにした.なお,プローブとその支持棒などを含めた振動部
の重量は130mgであった.
3 :性能試敦結果･･････････プローブを駆動部に取り付け,低ノイズ前
置増幅器(増幅度100倍)を介してロクイン･アンプなどと結合して測定
系を構成した.実験液(APU-7;比抵抗値7800ohm･cm)内に微小電極から電
流を流して人工的に電場を作り,電卓を垂直に横切るようにプローブを振
動させた. 186Hz,10Vの正弦波電圧で振幅30♪m以上で共振した･図2Bの
記録に示されたように,電流密度3･2pA･cm~2のところでは最終出力電圧
1.8Vとーして検出できた.また,時定数0.1秒に設定した測定系のノイズと
ドリフトの電圧は0.2V (電流密度0.36pA･cn-2に相当)であった.この値
は時定数を上げることによってさらに減少させることができる.以上のモ
デル測定の結果は,研究材料として予定している藻栽フシナシミドロの光
応答時の電流値(0.1-5･0〃A･cm~2;片岡, 1988年)を充分に検出でき
ることを示している.
3.まとめ
藻鞍の光生理反応を解析するために,光受容後に速やかに起きると予
想されるイオンの細胞内外での動きを直接とらえうる測定装置一振動電極
-を作製した.ここに組み立てられた測定システムは,すでに種々の動植
物で記録されているイオン電流を検出･記録しうる充分な感度と信号対ノ
イズ弁別比を有していた.
参考文献
Jaffe,し. F. a Nuccitelli, R. (1974) An ultrasensitive vibrating
probe for measuring steady extracellular currents. J. Cell
Biol. 63: 614-628.
Navata, T. (1984) A simole method for making a vibrating probe
systen. Plant & Cell physio1. 25: 1089-1094.
Kataoka, H. 良 Veisenseel, M. H. (1988) Blue light promotes ionic
current influx at the growing apex of VaucheTlla teTZ･eStTl'S.
Planta 173: 490-499.
26
Eat:新しく作製された楓肋t蟻の性能まJA中の●et-up.
P:フE)~プ(古住30yAの白全集の球); H:ブt)-ブ支持換; B:ピエゾ
素子(アルミニュ-ム管の覆いの中にある); M:マニピュレータ; R:
対恩tli; C:莫膿檀;亡:t犠形成のための過tt極; G:托他; n:前
t檀嶋等L-入力される信号コード; V2:ピエゾ素子を振動させるため
の電圧コード.
良
団2:^エt鴇に封するプローブ応等をヨべた時の様式団(A)とその応答の
トレースの一例(B).詳細は亀田の主文を巷臥
2-/
水輔静中の重鏑推プラスミドの動態
東北大･過生研　服部　勉､　　岩手大t農　若尾紀夫､　岡　道弘
1.はじめに
染色休DNAからは独立して自己複製する核外連伝子プラスミドは､自然生態系の微生
物集団の間を広く伝播し､さらにDNAの再編を促すことにより､微生物に新しい遺伝情
報が付与される.薬剤耐性､重金属耐性､難分解性化合物の分解酵素系の発現などに的逮
した遺伝情報は､プラスミドに由来する場合が多い｡それらのプラスミドは土壌や水系､
動物の腸内などさまざまな自然環境に分布し､広範囲の同種異種細菌間で伝達する｡細菌
は､その遺伝情報を獲得することにより新しい環境や選択圧に適応し､進化する｡このよ
うな性質を示すプラスミドの存在は､自然淀境における微生物の生態に大きな影響を与え
ることから､その生態的挙動を明らかにすることは､自然環境での微生物を理解するうえ
で極めて重要である｡ところで､水田はたん水という一種の選択圧を受けて､特異な､し
かも比較的安定なミクロコズムを形成するが､そこにおける細菌群を遺伝情報プラスミド
の面から解析することにより､より新しい微生物像が得られるものと考えられる｡
2.研究経過
(a)水田土塊細菌群の中に高濃度の批素(亜批酸A s Ⅲ､批酸A s V)に耐性を示す
細菌がいるかどうか検討し､批素耐性菌の分離を試みた｡水田土壌試料は鹿島台水田(義
層1 0 cmの土壌)から採取した｡湿土壌(水分27 % )を室温で1週間放置して風乾土
(水分6 % )とした｡培地としては, NB培地(peptone log, meat extract log, NaC1
5g,水l L, pH 7)およびDNB培地(1/100 DNB)を用い､ 1200C, 10分間殺菌した｡寒
天としては､ DifcoIBacto Agar 1% (W/V)を用いた.亜批酸および批酸は,それぞれ
NaAs02とNa2AsO｡を用い､ As 100, 500, 1000 ppmとなるように培地に添加した｡水田土
壌懸濁液は､湿土壌あるいは風乾土壌1 gを殺菌水100 mlにいれて1時間振塗､分散して
調製した｡　この土壌懸淘液の10段階希釈液を調製して､希釈平板法(45-500Cの寒天~
15m1)でプレイトアウトし､ 270　Cで3-1 0日間培養した｡
(b)酸性鉱山廃水中の批素耐性菌の分離とプラスミドの検出｡旧松尾鉱山の酸性廃水
(pH 2 )から批素耐性および酸化細菌の分離を試み､ 6菌株が分離された｡それらの細
菌は酸性環境でよく生育する好酸性従属栄養細菌である｡それらの細菌細胞の中における
プラスミドの存在および大きさをアガロース電気泳動法で検討した｡
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3.研究結果
(a)水田土壌(湿土壌､風乾土壌)
亜批酸AsⅢと批酸AsVをそれぞれ100 ､ 500 ､ 1000 ppm　添加したNB培地および
DNB培地に土壌懸濁液を接種し生育した細菌(枇素耐性菌)コロニー(C F U)を計数
し､その結果をTablel (A) (8)に示した｡
｢股に･亜批酸A s Ⅱの方が批敢A s Vより生物に対する毒性が強いといわれている｡
水田土壌細菌群のC F Uに対しても､亜批酸の方が強い生育阻害作用を示した｡例えば､
AsⅡ 100 ppm　でも強い阻害が認められ､ CFU (DNB培地)はAs無添加のときの
2% (湿土) -5% (風乾土)に減少し､ 500 p叩以上になるとほとんど生育しない｡
AsVを100 ppm添加した場合には､ CFU (DNB培地)はAs無添加の7% (湿土)
-8% (風乾土)が残る｡ AsV 500-1000 ppmの添加でもCFUに大きな変化はない｡
風乾土でAs無添加のCFUは､生土の1/5から1/1 0に減少するが､両者におけ
るA s ⅡとA s Vの影響には､相対的におおきな差は認められない｡
(b)酸性鉱山水
旧松尾鉱山の酸性鉱廃水には高濃度の社業が溶存する｡そのため､そこからは好酸性枇
素耐性菌が分離され､それらの細菌は批素酸化活性を持っことが明らかにされた｡　その
代表菌株について､アクリジン系色素､エチジウムブロマイド､ SDS､紫外線などのい
ろいろなキュアリング処理を検討したが,批素耐性･酸化活性プラスミドのキュアリング
は､まだ成功していない｡批素耐性･酸化細菌のプラスミドDNAを抽出･分離して､ア
ガロース電気泳動で検討した絵果､比較的おおさな(4 0kb程度)プラスミドであった｡
4.まとめ
今回の実験結果から､水田土壌細菌群の中には予想以上に多数の批素耐性菌カ.iいること
が明らかになった｡しかし､これはあくまでも細菌コロニーの数(CFU)であり､どの
ような細菌フローラであるのかその内容は不明である｡　生育したコロニー形態の多様性
からかなりの種類の細菌種が予想される｡したがちて､水田土壌から数多くの批素耐性菌
を分離して､その諸形態を調べて分類･同定する必要がある｡それらの批素耐性細菌の中
にどの程度の枇葉酸イヒ細菌がいるのか､批素耐性および酸化を支配するプラスミドが存在
するのかなど今後の検討課題である｡
また､ As以外のいろいろな重金属(Hg, Cd, Cu, Crなど)の耐性細菌やそれ
に関係するプラスミドの分布などを検討することにより､水田細菌群のいろいろな特性が
明らかにされよう｡
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Table l　工nfluence on the bacterial colony nuTtqS Of the a朗ition
of arSenite dr eLrSenate tO the NB zmd EがB ntdia･
(A) Wet paddy soil
As cmcentraticn (拓m)
AB form　岨um Dilution O　　100　　　500　　1000
As　工工工
10- 1　　ao ao　　13
NB　10-2　　　a3　　26　　2
10- 3　　　ao 1 0
10-1
m4B IOl2
10-3
1　2　026　4　25　23
0　6
00　06　⊥
⊥
As V
10-1
18　10-2
10-3
0　3　4一a　5　2
2
9　23　20
エ
∽　ぬ　27E]　弘　Ej
0　　9　48　　660　　2　　56　　768　　2　　86　　86
0　6
9　06　1
⊥
'colony n血S in wet soil su野-Sion(g/loo m1) ･
* water mtent of wet soil : 27 i.
* ao ; allover gr〟t九.
'･1.3 tizTeS the figures 0f table仏) to cbtain the col叩m血S
in血y soil su甲ISim(g/loo m1) as in table (ら)･
(a) Dry paddy soil
AS CmCentration (pp)
AS form　岨1Jm Dilution100　　　500　　　1000
As　工工工
10-1
NB　10- 2
10-3
3　　0ノ　つー50　0　1a　2　2
1
10-1
mB　10-2
10-3
4　　2　⊥2　19　4 7　2
As V
10-1
NB　10-2
10-3
0 qノ　50　78
.4　1　2.4一　0　1
8　10　6　4
′b　　8　1
48　20　2
⊥
1　00　4⊥14　　2　25　　116　　8　　27　⊥19　47　20
2
1　　2　　rJ
l l　　一
〇　〇　Ol 1 1
m
'colony m血s in dry soil su甲enSion(g/100 m1) ･
* Water o〇ntfnt Of dry soil : 6 !.
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ミ　ゾソ)ヾの日長性iこ対する反応性ー
生活史ー　繁殖特性の変イヒ
京都大･理(東北大･遺生研)河野昭一,東北大･理　平塚　明
1.はじめに
植物の種がその地理的分布域の拡大に伴い､日長に対する反応性をいかに変化さ
せるのか､その様横の生理的基礎の解明は､種の適応生態学における重要な課題で
ある｡また､各生育地に適応した生態型が､遺伝的にどこまで固定されたものであ
るかも評価する必要がある｡ミゾソバは日本全国に広く分布するタデ科の一年草で
あり､敏感な短日植物である｡催花の限界時期は北方産のものほど短く､光周感受
性が緯度に従って変化することが知られている｡
我々はすでに､本種の種子休眠期間が南方産のものはど長いこと､また東北地方
から産するものに限り､花期が二度にわたることを兄いだしている｡早いほうの一
回目の開花は分布域の北方への拡大に伴い種が反応したものであろうが､種子生産
に積極的役割を果たしているどうかは不明である｡また､本種の山地型(いわゆる
ヤマミゾソバ)は､地下で結実する閉鎖花をっくり､この生産への日長性の影響も
考えられる｡
これらの情況を踏まえ､本研究はミゾソバの日本の分布域における､低緯度から
高緯度地帯に成育する各集団について､日長に反応して現れた生活史の変化(催花
性､開放花･閉鎖花による種子生産)を制御された日長条件下で比較する｡また､
その形質が遺伝的基礎をもつものであるかを､種子(開放花種子･閉史花種子)杏
採取､栽培し継代観察することにより解明する｡これらの比較研究から本種が日長
に対して繁殖特性を生理的･遺伝的にいかに変化させ､分布域の拡大を可能にした
かを考察する｡.
2.研究経過
1988年10月日本各地のミゾソバ集団から成個休および種子を採取した｡山地型(ヤ
マミゾソバ)については開放花種子だけでなく地下の閉鎖花種子も採取した｡種子
は恒温器で低温湿潤状態におき休眠覚醒に必要な温度､処理期間を求めた｡成個体
に関しては8 5℃乾燥後､個体重､種子(開放花･閉鎖花)生産数､各器官(とく
に糞)の形態を測定した｡
3.研究結果
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種子､個体の採取地点は南から熊本県熊本市､香川県木田郡､島根県津和野市･
匹見町､鳥取県米子市､愛知県名古屋市､千葉県印凍郡､長野県上EE]市･戸隠町､
新潟県新患市､宮坂県仙台市･鳴子町､秋田県秋田市､青森県青森市である｡種子
は低温( 5℃-0℃)湿潤条件により休眠覚直された｡乾操状態では､温度条件が
いかなるものであれ､発芽しない｡休眠覚醒は閉鎖花種子の方がやや早い傾向が見
られた｡成個体､とくに山地型の分析から､以下のことがわかった｡
1)個体垂が大きいほど開放花種子をっくる率が高まる｡
2)陰地に生育するものは閉鎖花を多く生産する｡
3)閉鎖花種子の重さは成育の場によって異なる｡とくに個体の成育条件が悪い場
で小さい｡一方､閉鎖花種子の重さは場によってもほとんど変化しない｡
4)稔実率は､開放花は5 0%､閉鎖花は3 0%で閉鎖花が低かった｡
5)開放的不安定な林外集団においては開放花が多く生産される｡閉史的安定な林
内集団では逆に閉生花の比率が高かった｡
以上のようにミゾソバの繁殖戦略において環境勾配に沿った変化が見られた｡
4.まとめ
ミゾソバのように繁殖の二元性をもつことは進化的に重要な意義をもつと考えられ
る｡開放花は主に虫媒による他家受粉を行い､集団の変異性の増大あるいは維持に
働いている｡閉史花は自家受粉を担っており､今存在する遺伝子型を継麓させるが､
新しく変動する環境下で成功する遺伝子型を持っ確率は低い｡挽乱が最近起こった
り高頚度に起こる場では開放花の比率が増え､撹乱が起きたのが古かったり低頻度
である場では閉鎖花の比率が高い現象には､この二型花が集団の変異性に与える効
果のちがいが反映されていると推察される｡
今後は発芽個体をファイトトロンで異なる日長条件におき､開花の開始時期､開花
期間､一回目･二回目の開花､個体の成長(個体重､糞の形態など)､栄養器官の発生､
成熟の程度を開放花由来個体･閉鎖花由来個体について比較する｡また一部の種子
は圃場に播種し､栽培系錠保存する｡
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連伝資源和生物(B r a s s i c a属和生物
在来種)　の適応生態
東北大･遭生研　菅　洋,高橋秀幸,東北大･農学部　斉藤　隆
1.はじめに
日本におけるカブの来歴ははっきりしないが,近世にはいって海外との交通が脚ナ
るとともに,欧州カブが伝わり各地に土着した結果,在来の東洋系品種を含めた交雑
によって現在の品種が成立したものと考えられる.現在栽培されている在来種の地理
的分布は一部をのぞいて,京都府北部から滋賀県北部山間地帯を経て岐阜県境に至る
線を境として,欧州系は東日本に,東洋系は西日本に多くみられる,日本全国にわた
り古くから栽培されてきた在来種は多く,その栽培は施設園芸にも及んで盛んになり
つつあるが,それらの発育生理的研究はあまりなされていない. B'assL'ca属植物は一
般に低温春化(種子春化型)および長日によって花芽形成の誘導されることが知られ
ているが,とくに,これら在来種の開花生理について環境因子との関係から整理する
ことは,適応生態学的に,貴重な遺伝子資源保存のために,さらに実際栽培において
大きな問題となる開花制御の面から重要である.
今年度の本研究では,日本在来カブ1 2種類について抽苔,花芽分化に対する低温
春化と日長の相互作用をファイトトロンを用いて比較検討すると同時に,両環境因子
に対する依存性および低温春化の日長による消去作用を解析し,生態塾を整理した.
2.研究経過
各地に在来するカブ(BTaSSJ'ca rapaL.)1 2種類,天王寺(大阪) ,聖謙院(京都) ,
博多据(北九川) ,近江(大津,京都) ,大鼓(滋賀) ,鳴沢菜(山梨) ,温海(山
形) ,大野紅(福井) ,日野菜(滋賀) ,金町(関東,各地),寄居(新潟) ,山内
(福井)の種子をシャーレにいれた湿った波枕上で2日間2 0℃で催芽させ,その後
3℃の冷蔵庫内に搬入した.この低温処理日数は3 0日とし,低温処理終了後,直ち
に培養土をいれた1 2cnビニールポットに1 01個体ずつ植え付けるようにした.ま
た,中温処理区として, 20℃で催芽後, 15±5℃で15日間処理し,同じように
移植する区を設けた.さらに,低温無処理区として,低温処理区の低温処理終了2日
前に2 0℃で催芽を開始し,低温処理区の芽生えの植え付け時に同じように移植を行
なった.移植と同時にそれぞれの種類を低温短日区,低温長日区,無低温短日区,無
低温長日区,中温短日区,中温長日区にわけて2台のファイトトロン(小糸KG塾)
に搬入して日長処理を開始した.ファイトトロン内の環境条件は,温度を2 0±1℃
の一定とし,一方のファイトトロンを8時間日長,他方を24時間連続日長とした.
1処理区最低1 1個体を供試できるように途中間引きを行ない,その後節間伸長開始
までの日数,出らいまでの日数,第一花開花までの日数,最終草丈,最終分化葉数,
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抽苔,花芽分化の有無について調査した.花芽分化の有無については必要に応じて実
体顕微鏡下で観察した.
各種類の種子の発芽に対する温度の影響を調べるために, 1処理区9 0個体を供試
し, 2 0℃および3℃区での発芽率を調査した.
3.研究冶果
無低温短日区では, 1 2種類すべての品種において花芽形成および節間伸長はまっ
たくみられず,一方,低温長日区においては,節間伸長開始までに要した日数,出ら
いまでに要した日数などに若干の違いはみられたが,いずれの品種においても,ほぼ
1 0 0%の開花率,抽苔率を示した.しかし,低温処理されたものでも短日下では,
一般に花芽形成,抽苔ともに著しく抑制され,山内,天王寺,博多据,聖護院の花芽
形成率は高かったものの花芽分化節位の上昇をともない,そのほかの品種では花芽形
成がみられなかった.無低温長日区では,聖護院.大薮,博多据,天王寺,鳴沢菜で
のみ比較的高い花芽形成率,抽苔率がみられ,とくに山内,寄居,金町では花芽形成
がまったくみられなかった.低温処理短日区で花芽形成したものでは,節間伸長(捕
育)を伴わない個体の多いことが大きな特徴としてみられた.中温処理区では, 2 4
時間日長下でのみ,天王寺,聖護院,大乱博多据,山内,温海で高い花芽形成率,
抽苔率を示したが,中温8時間日長では,これらの品種も含めて花芽形成,抽苔はま
ったくみられなかった.
2 0℃下での2日後の発芽率は,いずれの品種においても高く,山内の8 1%を除
いてすべて90-1 00%であった.しかし, 3℃下においては品種間差が大きく,
1 0日後の発芽率は,天王寺で73%,聖護院で43%,大野紅で33%と高く,吹
いで寄居,大鼓で13%,近江,日野菜で10%,鳴沢菜で7%,そして山内,金
町,博多据,温海では0%であった.
4.まとめ
以上の結果から,カブの花芽形成,抽苔は一般に低温と長日によってもたらされる
が,どちらか一方が欠如した場合,それらの誘串効果は著しく小さく,低温あるいは
長日のどちらか単独による場合には,それらの花芽形成誘導能力にほとんど違いはみ
られないことが明らかである.低温,日長感応性においては,しかしながら,品種に･
よって大きな違いがみられる.供試した1 2品種の在来カブのなかで,天王寺,聖
護院,博多据は低温,長日のいずれにも感応性は高く花芽分化しやすいが,逆に,育
居,日野菜,大野紅,金町,近江はそれらに対する感応性は著しく小さく花芽分化し
にくい.大薮および温海はそれらの中間的な感応性を持つものに分類される.さら
に,山内は長日感応性は小さいが,低温感応性は大きく,一方,鳴沢菜は,低温感応
性は小さいが長日感応性が比較的大きいものと考えられる.
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共同利用研究選E]名
植物清原放浪菌のプラスミドの性状について
東北大･農学部　江原　淑夫.羽柴　輝良.
東北大･速生研　菊木　敏雄
1 .はじめに
最近多くの作物において放線菌による新しい病害が各地で発生し､そ
の被害が年々増大している｡すなわち､これら病害の防除対策が早急に
検討されなければならないo　一方､病原糸状菌において核外遺伝子D.qA
が分離され､その存在と病原性との関係が注目されている｡本研究は細
物梼原放線菌から核外遺伝子DNA(プラスミド)を分繭し､その性状を検
討し､病原性との関係を明らかにし､放線菌による病害制卸の方向性杏
検索することを目的とする｡
2.研究軽過
サツマイモ根腐立枯病を起こす､ Streptomyces ipomoeae南棟と､放線
丙では精力的な研究が行なわれているStreptomyces lividans南棟､並び
にStreptomyces lutenrluorescensからプラスミドの抽出を試み､プラス
ミドの精製法の確立を行うとともに､電子顕微鏡観察によって､本プラス
ミドの形状を-)きとめたoまた､制限酵素地図の作成に着手し､病原放線
菌の性状を解析するためのベクターの開発に入った｡更に､放線屈による
新しい病害｣特にジャガイモの亀の子症より分離されたStreptomyces･
sp.株､約150南棟を供試してプラスミドの分離を試みた｡
3.研究結果
1)ベクター候補となるプラスミド収集のためジャガイモ亀の甲症被害
塊茎及びその付着土壌から分離した放線菌からプラスミドの検出を試み
たが､供試152南棟の全てからプラスミドは検出されなかったC
2)既にプラスミドの存在が報告されている3南棟､Streptomyces
damslSP5434南棟､ S.luteorluorcscens
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iTCC25462両株､ _SlPOmOeae
lTCC25462南棟を供試してベクター開発を試み､ISP5134菌株のプラスミ
ドが最も検出頻度が高く､また大量培養によりId:に多くのプラスミドか
得られることなどから本プラスミドを第-候補に遭定した｡
3)電子頼猿払械秦及び制限酵素地図の作成により本プラスミドは全長
4.8kbの環状分子であり､また迦HI.unt,互生t.holによる切断部位が各
1ヶ所､SmaIによる切断部位が4ヶ所存在することが判明した｡
図I SP5434菌株のアラスミドDNAの制限酵素地図
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4.まとめ
S.Hvidans南棟のプラスミドは環状であり､長さが4.8kbであること､
さらに制限酵素により1ヶ所のみ切断される部位が4ヶ所あるなどベクタ
として好適な性質を備えていた｡更にS. luteorluorescens南棟
たに8.Okb. 3.5kbのプラスミドが兄い出された｡
37
から新
共同利用研究報告
平成元年度
Institute of Genetic Ecology
◎　ワークショップ
退伝子組換え微生物の野外実験のための微生物アセスメント
代表者　　　服部　勉
1.はじめに
微生物における退伝子組換え技術の発展に伴い､組換え微生物の野外への利用の試
みが､具体化されつつある｡利用に先立ち,これらの組換え微生物が野外でどのように
増札または生存･死滅するか･他生物にどのような影響を及ぼすかの検討が必要であ
る｡ところで･野外･とくに土壌中の各種微生物の検出･定量については､さまざまな
困難があり･これらの諸問題は当然組換え微生物の検出･定量にも関連するものと思わ
れる｡
今回取り上げようとした問題は､ (1)土壌中における微生物分布の不均一性が,
検出･定量にどのような困難をもたらすか, (2)特定の微生物の検出･定量が､現在
どの程度の苦労で行なわれているのか, (3)検出･定量に使用される培地材料､培養
法の問題点などである｡これらの問題点､現状をできるだけリア-ルに播きだすことに
つとめた｡
2 ･経過と結果
各参加者には予め文書連絡により､本ワーク･ショップの意図､各人の分担テーマ
･報告内容などについて､打ち合せ､調整した｡開催は11月7-9日で､参加者は6
名(内1名は特別参加) ,欠席は1名であった｡各参加者の報告テーマと要旨は以下の
とおりであった｡
(1)海老沢功(元東邦大学医学部教授) : ｢土壌における破傷風菌の分布　一定量の
試み-｣
1-数個の細胞の感剃こよっても､人･動物に致死的効果をもたらしうるこの細菌
の検出･定量には､マウスを利用したバイオアセイが必要である｡この方法による土壌
中の本菌の検出･定量の試みの結果が報告されると同時に,技術上の問題点などについ
ても,話題が提供された｡
(2)坂口玄二(大阪府大農学部教授) : r土壌などにおけるボツリヌス菌の分布｣
その微量の毒素によって､人･動物をしばしば死にいたらせるボツリヌえ菌は,毒
素の特異的抗原栖道によりA～Fまでの型に分類されるが､各型には異種の細菌が含ま
れる｡したがって､木南には選択培地がない｡検出･定量は,マウスを利用したバイオ
アセイで行なわれるが,型の判別は生産される毒素によるので,煩雑で規格化されにく
い｡
(3)富樫二郎(山形大農学部教授) : ｢プア●-ジによるエルウイニア宙の検出･定量
について｣
土軌こ生息し､白菜などの野菜に軟腐病を起こすエルウイ二ア菌は,そのファージ
特異性によりいくつかの系統に分けられる｡とうしたファージ特異性を利用して､土壌
中における本宙の優勢系統を調査した結果,毎年優勢系統が変化することが路められ,
その機構について討論がなされた｡
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(4)菊本敏雄(東北大通生研､助教授) : ｢野菜類軟腐病菌の土壌内分布と動態｣
エルウイニア苗の土壌内､とくに各種植物の根圏や土壌団粒内における分布とその
どうたいについての検討結果が報告されるとともに､本菌の土壌内生存機構についての
モデルが提起された｡
(5)山本広基(島根大農学部助教授) : ｢土壌中におけるセルロース分解菌の分布マ
ップ｣
土壌中で微生物は,きわめて不均一な分布をしているが､氏はろ紙にポリエチレ
ンを裏打ちしたシートを土に埋め､ろ紙の消失部分より本菌の分布マップを作成した｡
その結果､本菌はランダムではなく,塊状分布をしていると考えられた｡
(6)服部　勉(東北大通生研教授) : ｢平板法による土壌細菌の定量と類別｣
平板法は､土壌細菌の検出･定量で重要な意味をもっている｡報告では､試料の
採取､分散､培地成分および培養時間とコロニー形成の問題が検討され､平板法を駆使
した情報の取得について論じた｡
3.まとめ
本ワーク･ショップは､以上のよう報告を中心に土壌細菌の検出･定量法の現状
と基本問題についての解明を行なった｡その成果は, IGEシリーズとして,発刊され
る予定である｡
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エチ　Lノ　ンの生態的役書り
菅　　　　洋
1｡はじめに
生態系の中で植物はいろいろの環境変化に巧妙に適応しながら生
活を維持し､種の保存をはかっており､その時間的経過の上に進化
が成り立っている｡
植物の環境変化に対する適応現象は可視的には形態として把返さ
れることが多いが､そこにいたるプロセスには疑いもなく物質変化
に基づけられた生理､生化学的基礎が存在するはずである｡そこま
で遡及して生態系における生物の生活現象を解明しようと言うのが､
いわゆる化学的生態学とか生化学的生態学などどよばれる分野の立
場であろう｡そこにはさらに遺伝学的あるいは系統発生学的視点が
導入されることも今後重要であろう｡
植物ホルモンの中でエチレンは唯一ガス体として存在し､種々の
環境ストレスに応じてその生成が変化し､植物の多様な生理現象を
通じて形態変化をも制御していることが知られている｡
一方､エチレンは､工業､自動車の排気ガスなどを経由して人工
的に環境に放出されその生態系における動態についても把撞してお
く必要が生じている｡
当センターにおいて､共同利用研究課題として『植物の環境適応
の遺伝生態的研究』を取り上げているが､これに関連あるものとし
て今回エチレンの生態的役割を取り上げたのは､上述のようにこの
ェチレンは植物の適応現象にはたす植物ホルモンの役割を明らかに
する上で､現時点で考えられる最もよいモデル系であろうと判断さ
れたからである｡
2｡研究経過
1989年5月30日-6月1日の2日間にわたり､東北大学遺
伝生態研究センターにおいて開催した｡まず主催者よりこのワーク
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ショップを開催したねらいについて述べられた｡その後､最初にカ
リフォルニア大学のYANG教授が､エチレンの生化学､生理作用､分子
生物学的研究について現状と展望を要約して紹介したのに始まり､
生合成にかかわる問題､生態系における動態､植物の個々の生活現象
におけるエチレン制御のかかわり､病害抵抗性誘導のような応用上
の問題の順序で合計9つの話題が提供された｡話題提供の終了後に
全体的な視点から､討論が行われた｡
3｡研究結果
rRegulation of biosynthesis and.action of ethyleneJ Shang
Fa Yang (カリフォルニア大学デービス校)
エチレンの生合成を中心とした生化学から､生理作用及び分子生
物学的視点からみた最近の進歩まで問題点の指摘と今後の展望を簡
潔に話題提供された｡
｢ACC合成梓素の不活性反応｣佐藤茂(東北大学教養部)
エチレン生合成経路のなかで､最も重要なステップの一つである､S
-アデノシルメチオニンから1-アミノシクロプロパン-1-カルボ
ン敢(ACC)への変換を触媒する酵素であるACC合成酵素の不活性によ
る制御機構について､最新のデータに基づいて話題提供された｡
｢生態系におけるエチレンの動態｣沢田信一(弘前大学理学部)
種々の異なった生態系におけるエチレンの動態について述べられ
たが､この種のデータは本日の話題について論じる場合不可決であ
るが現時点下､情報は決して多くはない｡
｢種子発芽とエチレン｣江刺洋司(東北大学教養部)
植物種子の発芽においてはたすエチレンの役割を､この分野の第一
人者である話題提供者が主として自分の研究結果にもとづいて話題
提供した｡
｢水生植物の生長とエチレン｣菅　　　洋(東北大学遺伝生態研究セ
ンター)
普通の陸上植物はエチレンにより生長が抑制されるが､水生ある
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いは半水生植物のあるものの生長特に初期生長は､エチレンによっ
て促進される｡この興味ある現象について､特にその適応的意義を含
めて話題が提供された｡
｢植物の重力反応とエチレン｣高橋秀幸(東北大学遺伝生態研究セ
ンター)
植物の重力に対する反応は､常に1Gの重力が存在しているこの地
球上で植物が生存し､種の保存を計って行く上で､重要な適応的意義
を有している｡その重力反応におけるエチレンの役割について､最新
のデータに基づいて情報が提供された｡
｢接触刺激とエチレン｣太田保夫(東京農業大学農学部)
接触などの物理的刺に反応しておこる植物の形態形成は､重要な適
応的意義を有しているが､この反応におけるエチレンの役割につい
て主として話題提供者らのデータに基づいて情報が提供された｡
｢傷害とエチレン｣兵藤宏(静岡大学農学部)
自然生態系内では､植物はなんらかの環境ストレスなどにより傷害
を受けることは､しばしばでそれに対する反応は重要な適応的意義
を有している.ここでは､話題提供者によって用いられている実験系
でなされた研究について､主として生理､生化学的立場からの情報が
提供された｡
｢病害抵抗性誘導とエチレン｣関沢泰治(玉川大学農学部)
主として話題提供者のグループによってなされた､稲を材料とした
いもち病などに対する､病害抵抗性の誘導におけるエチレンの役割
について､最新の情報と考えかたが示された｡
4｡まとめ
エチレンについての研究は､現在主として生理､生化学的分野にお
いて植物個体あるいは器官､組織､細胞レベルにおいて行わ才Lており､
研究の進歩foそれらの分野において著しいので､今回のワークショッ
プもそれらの分野の進展からみて､エチレンの生態的役割~というテ
ーマにどれだけ接近できるか､あるいはどれだけ展望が与えられる
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かが問題となった｡
本ワークショップで示された植物のエチレンのに対する多様な反
応の研究は､おおくは個体レベルあるいは器官､組織レベル､時に
は細胞レベルのもので､その解析手段も多くは生理､生化学的基礎
に立っものが多かったが､その反応あるいは現象そのものは摩れて
生態的意義の高いもので､植物の生活環のいずれの場面でもエチレ
ンがその制御に重要な役割を演じていることをうかがわせた｡
問題は､これらの生活現象が生態系の中で具現される時にそれら
植物を取り巻く環境のなかで､実際にエチレンがどのような動態を
示しているかである｡この問題に関しては､沢田氏が貴重な情報を
提供したが､上記の問題を把超してゆく上でまだ十分とは盲えず､
特に植物を取り巻く微環境のなかでので動態については､現在まだ
情報が蓄積されていない印象を受ける｡
植物は環境変化に反応して､自分でエチレン生成系を制御しなが
ら､その発生量を変えさらに､それに今度は反応して形態変化など
を引き起こしてその環境変化に適応する｡このあたりの問題は植物
内環境でのエチレンの動態とも関連して今後さらに研究が望まれる
分野であろう｡また､当然他の植物ホルモンとの相互作用も問題に
しなければならない｡
エチレンはまた､農業の行われる耕地生態系のなかでも人間が作
物にくわえる栽培法という手段を通して作物の生長制御に深くかか
わっている｡作物の病害抵抗性発現におけるエチレンの役割もその
一つであるが､今回のワークショップにおいても､その一例が紹介
された｡
生態系内での生物の行動を､化学物質との関連で研究する化学的
生態学の分野で､植物ホルモンの役割は今までまだ注目されなかっ
たが､今回の試みはその一つとして意義が大きいものと思われる｡
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ワークショップ｢植物の光反応機構の解析と変異株｣
大瀧　保(東北大学遺伝生態研究センター)
〔はじめに〕
葉線体を含む線色植物は､光の高エネルギーを利用して生命を維持
するための光合成を営んでいるが､一方これら緑色植物だけでなく菌
類なども含む多くの植物や微生物は､低エネルギーの光を信号として
利用し,その行動や形態形成を制御している｡後者の抵エネルギー光
反応の光受容体としては,シダ植物や高等植物ではフイトクロムが､
また菌類や藁類などを主とした下等植物においては青色光吸収色素(
クリプトクロム)が知られている｡フイトクロム系の関､与する光反応
に関しては最近特に研究が進み､現在では分子のレベルでの解析が行
われるようになってきたが､一方､青色光吸収色素の関与する系の光
反応では,光受容体の本質がまだ解明されていないこともあって､そ
の解析は未だ現象解析の域から出ていない感がある｡
我々は､昨年度のワークショップ｢微生物と光｣において､青色光
吸収色素系の関与する光反応を示す種々の生物群の中から代表的な生
物を選び､それらの青色光に対する反応を解析し､その研究上の問題
点を探ってきた｡その結果､突然変異株を利用した解析の開発が今後
の重要な課題であろうと結論された｡これは､分子レベルで研究が進
んでいるフイトクロム系の関与する高等植物の光反応の解析において
も同様であると考えられる｡本ワークショップでは､従って植物の抵
エネルギー光反応の解析のための共通課題として､この突然変異株を
利用した解析法の開発と確立､そしてそこに存在する問題点を明庵に
することを試みた｡
〔方法および経過〕
以上の主旨に従って､本ワークショップでは,菌斑､藻塀､シダ植
物､そして高等植物のなかから代表曲な植物を選び､それらから突然
変異株の単離を試みている研究者やあるいはすでに突然変異株を利用
して抵エネルギー光反応を解析している研究者から話題の提供を願い､
それぞれの話題に対して､また総合的な問題に対して討論を行った｡
話題提供者及びその課題は次の通りである｡
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1.ワークショップの目的と意義(大瀧　保､東北大･退生研)
2.ヒゲカどの光反応変異株の単離とその解析(大瀧　保､東北大･
通生研)
3･藻類における変異株単離の現状(片岡　博尚､東北大･通生研)
4･シダ植物の光反応と変異株単難の試み(菅井　道三､富山大･理)
5.シダ植物の光反応解析のた吟に望まれる変異株(門田　明雄､東
京都立大･理)
6.シロイヌナズナにおける光反応の解析と変異株(後藤　伸治､宮
城教育大･教育)
7.レタスを中心とした高等植物における光反応の解析のための変
異株(井上　康則､東京大･理)
8.総合討論とコメント(安部　守､山形大･理) (徳富　哲､岡崎国
立共同研究機構･基生研)
〔結果〕
今回のワークショップの課題は､昨年度の課題の延長線上にあるC
従って,昨年度の話題提供者のうち､数人(大瀧､片岡､菅井)が今
回の話題提供者として残り､昨年度の課題との接点を明らかにするよ
う配慮した｡各話題提供者による話題の概略は次の通りである｡
大瀧は､比較的多数の光突然変異株が得られているヒゲカビを材料
として､どの様な方法で実際に変異株が単離されているのか､その具
体的方法をβ-カロチン合成異常変異株､光屈性異常変異株､栄養要
求性変異株､薬剤耐性変異株､あるいは形態的突然変異株などを例に
とって提示した｡特に劣性変異株を単離する場合に不利な要因である
胞子の多核性をどのよううにして克服したか､またどのようにしてバ
クテリア的な取り扱いを可能にしたかなどについて述べた｡
片岡はフシナシミドロを主とした糸状蔭概の青色光反応の解析のた
めに必要な突然変異株を明示し､それを単離するにあったって解決し
なければならない当面の課題を明かにしたo　すなわち糸状藻煤で突然
変異株を単離するにあたって困難な点を列挙すると､ (1)糸状藻類では
固体培地上での培養が困難である｡ (2)光合成を行うため栄養要求性変
異株の単龍が困難である｡ (3)一般に長期の培養が必要なため､光で失
活するような抗生物質での選別が難しく､従って薬剤耐性株の単離も
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困難となる｡ (4)多くの有機物質が藻概では毒性に働く壕合が多い｡ (
5)粘液物質を分泌している場合が多く､それにバクテリアなどの混在
がみられ､無菌化するのが一般に困難である､などである｡しかしフ
シナシミドロを含む多くの慈類は青色光に対し敏感に反応し､また菌
類に非常に似た性質を持つことから､突然変異株を利用した解析は非
常に有効であると思われ､また実際に変異株単艶の可能性も高いと思
われる｡当面はまず無菌培養の確立が重要であることが指摘された｡
菅井はシダ植物の光反応を概観して､胞子の光発芽や配偶体の光屈
性などの光形態形成に関する変異株や､フイトクロム系や青色光吸収
色素系欠損変異株､それに道将器物質やジベレリンなど光反応に関与
すると思われる形態形成や成長を制御する物質の欠損変異株などの単
能を目指している｡　最近赤色光や近赤外光､あるいは青色光にだけ特
異的に反応するようなクローン株の単散が試みられ､そのいくつかの
候補株の性質を明かにした｡シダ植物では突然変異株を用いた遺伝学
的解析のための有利な点として､ (1)前葉体と舌う半数世代があること,
(2)カビと同じように胞子から出発できること､それに(3)光形態形成
に関する情報が多いことなどがあげられるが一方､不利な点としては
(1)無性世代と有性世代が直列的な関係にあり､しかも世代のサイクル
の時間が長い､ (2)染色体数やDNA量が多い､ (3)遺伝子解析があま
り進んでいない､そして(4)胞子体が大型である､などがあげられる｡
これらを克服するため､例えば配偶体から多量の単細胞やプロトプラ
ストを作製し､その再生を利用して胞子体を経由しない配偶体世代だ
けの経路の･開発の可能性などについて討議された｡
門田は､ホウライシダの原糸体での偏光屈性や葉練体の定位運動を
指標にしながら顕微照射の手法を用い､フイトクロム光受容体の局在
性を解析している｡単髄が望まれる変異株としては､従って､光合成
系を考慮しないでフイトクロム系の分光学的測定が可能となるような
アルビノ変異株､生化学的および分子生物学的郁折に有利な高増殖性
の変異株､偏光屈性変異株やフイトクロム依存性の葉緑体定位運動欠
損変異株などがあり､これらは今後の研究の発展上で非常に有用な材
料になるであろうと指摘した｡
後藤は､シダで不利な点として指摘された事項がシロイヌナズナで
は総て有利な点となっていることを指摘した上で､この材料で単離さ
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れているフイトクロム欠損株について､その単触法および性質につい
て､生理学的および遺伝学的な解析結果を明かにし､それに基ずいて
今後の研究_の考察を行った｡
井上は､現在行っているレタス種子の光発芽突然変異株の単離の現
状を述べまた当面する問題点を指摘した｡例えば､この植物の問題点
としては(1)自殖性による他系統埠との交雑の困難性､ (Z)長い世代時
間､そして(3)抽茎による草丈増大のための栽培上の困難性などが挙げ
られるが､これらは､例えば薬品処理や退伝子導入などによって雄性
不稔にしたり､早期に花芽を形成する遺伝子を導入したり､また壌性
形質を導入するなどの方法によって解決できる可能性のあることを指
摘した｡
総合討論では､安部､徳富によって発表話題全体に対するコメント
がなされ､さらに､世代の時間が短く､系が単純で､且つ成長の早い
と書う微生物の特徴に､シダ植物や高等植物がどれだけ近ずくことが
出来るかが一つの大きな鍵となることが指摘された｡また光受容系が
複数であるような場合の変異株の選別方法をどのようにするか､また
光受容体に関する変異株を選別する場合､現象で選別する他に､免疫
学的な方法で選別することが可能かどうかなどが討議された｡
〔おわりに)
本ワークショップを通して明かになった事の一つに､種々の材料で光
生物学の研究を行っている研究者の多くが､それぞれ独自に突然変異
体の単錐を試みていることである｡これらの研究者たちが有機的な協
力体制を組織することができれば､より効率的にその目標を達するこ
とが可能であろう0　本ワークショップを通して得られたこの認識を基
にして､我々は他の研究者を加え､平成2年度の文部省科学研究費補
助金､総合研究(A) ｢植物の光生物学研究を推進させるための突然
変異体の単離とそれを利用した実験系の確立｣を計画し申請した｡本
ワークショップに特別参加した､東京都立大学理学部の和田正三氏か
ら､総合討論の席上去る9月にドイツで行われた光生物学会ヨーロッ
パシンポジウムの報告も行われたが､世界の研究の動向も我々の動向
とほぼ同様と考えられ､その意味でも本ワークショップは適宜であり､
また有意義であったと思われる｡
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ワ-クショップ名,集【乱　欄体.細胞におけるイ蕗の遺伝子発現について
代表者名,亀谷寿昭
1.はじめに
イネは藍婆な穀物であるとともに多分野において,貴重な笑顔材料として研究されてき
た.これらの研究のなかでも,イ未の系統分化に関する研究は壊乱　欄体,細胞レベルか
らさらにDNAレベルの研究が行われるようになってきた.一方,細胞工学的,遺伝子工
学的手法の導入により,体細胞雑種や遺伝子組換え植物の作出とその遺伝子発現に関する
研究も進展してきている.本T')一･クショップでは,イネの系統分化に関する研究と本セン
ターの共同利用研究諜BBであるr遺伝子組換え植物の退伝子発現｣との接点を探り,新た
な研究の糸口′　方向を兄い出すために行われた.
2.研究経過と研究結果
以下のテ一一マで話腰提供していただき,賀疑.討論をおこなった.
(1)イネの細胞融合の研究の現状(李孝淵,東北大通生研)
(2)イネ増益細胞におけるアイソザイム遺伝子の発現(石川隆二,弘前大屋)
(3)イネにおける遺伝子細換え植物の遺伝子発現(内宮博文.土岐精一,筑波大生物)
(4)イネ植物体再分化にともなう遺伝子発現の変動(阿部利徳.笹原健太　山形大農)
(5)イネ細胞賀ゲノムの退伝子発現(平井篤志,名古屋大農)
(6)イネ生態型分化と発現形質について(佐輝雅.I.iL-.,棄北大遺生研)
(7)イネの粒大および粒形に係わる主助退伝子(高牟礼逸朗.木下俊肌　北大農)
(8) Malti-locus associationとしてのイネの進化(佐藤洋一朗,国立遺伝研)
3,まとめ
集配　個体,細胞の各レベルにおける遺伝子発現を解析するうえで各レベルの研究が有
機的なつながりを持つことがaf_要であり,そのためにも各レベルの研究の情報交換が一層
必要であること,また,イネの系統分化の研究において遺伝子組換え植物は有用な材料と
なり得ることの共通認掛こいたった.本ワークシ.ヨッブの参加者は巽なるレベルの材料を
対照として研究しているが,そのことか各参加者にとって,有意義なワークショップとな
ったと考えられる.
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◎　共同利用研究
水田細菌群中の重金属耐性フ●ラ虹の動態
東北大･退生研センター　服部　勉､･　　岩手大･農　若属紀夫
1.はじめに
最近の分子通信学や退伝子組換えなどの進歩により､生物の遺伝子は固定的なもので
はなく､想傭以上に可動的なものであることが明らかにされてきた｡核外退伝子であ
るプラスミドはその可動退伝子の一つであり､土鳩､水系､動植物などのさまざまな
自然環境に広く分布している｡それらのプラスミドは､広範囲の同種･異相微生物間
を移動し遺伝情報を伝播することにより､自然生愚系における微生物の生愚に大きな
影響を与えるものと考えられる｡水田土収ま､湛水という一種の選択圧を受けた特異
環境であるが､そのような満水ミクロコズムにおける細菌耶中のプラスミドを様々な
観点から検討することにより､水田土鳩微生物についてのより新しい知見が得られる
ものと考えられる｡　昨年度は､水田土鳩細菌郡には高濃度のヒ素に耐性を示す細菌
が生息していことを明らかにしたが､今年度は､それらのヒ素耐性細菌群を服部のコ
ロニー形成曲線(CFC)を用いて解析することを試みた｡
2.研究経過
土壌試料の調製
水田土鳩試料(水分含有量26%)は､鹿島台水田土壌(表層約1 0 cm)から採取
し､使用するときまで4● Cで指保存した｡土鳩けんだく泊は､湿土壌1 gを殺菌水
100mlに入れて3 0分間激しく振とう分散して調製し､必要な場合にはこれを1 0段階
希釈して､試料を作製した｡今回は､ 10~l希釈液を用いた｡
培地と培養法
培地としては､ 1/100DNB (peptone lg, meat extract lg, NaCI 0.5g, RO水1rl, pH
7.0) (RO水;逆浸透膜水)を用い､ 120●C. 15分間殺菌した｡寒天は､ Difco Bacto
Agarを用い､また､ヒ素として亜ヒ酸As3◆ (NaAsO2)を250, 500, 1000ppmになるよう
に添加した｡ CFC実験では､土鳩けんだく油1mlを予めプレートに入れ､これに溶
解して50o Cに保温した寒天(1 ‡)培地7mlを分注し､混合･固化した｡これを乾燥し
ないようにビニールの掛こ入れ､ 27-Cで培養した｡　プレート上のコロニーの出現は､
27●Cの恒浪室内で､ほぼ1 2時間おきに観察した｡
コロニーの分離
プレート上に生育したコロニーは､ DNB(+ As3◆100ppm)の液体および寒天(1.5Ⅹ)平板
培地で､常法通りの分軌培養を繰り返し､最終的にs tab培養として保存した｡
3.研究結果
昨年度の研究結果から､水ti]土鳩には高濃度ヒ素耐惟細菌が､意外に数多く生息して
いることが明らかにされたが､それらヒ素耐惟細菌がのうち､ As3◆250, 5OO, 1000
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ppmを漁加したDNB培地で生別･る帥南のコロニーを9 EInJlにわたって祝祭した｡
Fig.1は､ AS3･250ppn耐性抑函がのCFCを示す｡これらは､同時に実験した1 2迫の
プレートの内で､コロニー数が瓜小と瓜大のものである｡全てのCFCは､ 3っの
成分曲線(a, b. C)から川成されている｡何られた全てのCFCの8､ b, C
について､ N∞(plate-I)､ A(day-15､ t r(day)の他を計拝し､それらの平均値を
Table lにまとめた.
これらの結果から､ As3'250p叩耐性抑緒には､生再速度の熊なる3っの細菌郡がいる
ことが示される｡ 8細菌耶は､ tr=1.79､ ^=2.15で､最も生符がよく､ C細別f
はtr=4.45,人=1.50で､生再はかなり掛､.コロニーにも特徴がみられ,.a帥
園桝では比較的大きく生持し､ C細菌桝ではコロニーは苦しく小さい｡ b細別fでは､
両者の小関的な特徴を示す｡ As3'50Oppmでも､上記とほとんど同様な一C F Cが得られ
たが､ 1000ppmでは生符するコロニーの数は悔めて少なくなる｡
成分曲線且. b. Cから､それぞれ13, 14. 27函株を分離し､それらを油休培
養して増殖の状膿を紙察したところ､ a細雨耶は全て一晩で増殖するが､ b細副刑ま
増殖には2-5日かかり､しかも生持巌も著しく少ない｡
4.まとめ
水tI]土鳩中のヒ素耐性紬∈削二は､ C FCの特性から､大きく3っの細菌m･に分けられ
ることが詑められた｡これらの細菌即は､かなT)高沼度のヒ素に耐性を示すことから､
プラス.ミドの存在が推定される｡　3っの抑酬fから純枠分赦した南棟については､
分析的判'.)な位口引寸け､ヒ素耐性の程度､ CFC特性(tr,入植) ､プラスミドの
存在の碓組と性質などを継続して検討している.このような研究を通して､水ul細菌
即のヒ素耐性プラスミドの挙動を明らかしたい｡
Table 1. Values of parameters oE plate coLlntS
(25Oppm ^S3Ltolerant bacteria) of paddy soil.
CCFC N∞(plaLe~t)　　入(dayーl)　　　tr(day)
a　　　　31.4±2.7　　　　2.15土1.10　　　1.79±0.16
b　　　　58.8±10.4　　1.84±0.64　　　　2.88±0.29
c 107.0±15.1　　1.50±0.28　　　4.45±U.22
CCFC : component colony forming cllrVe.
Soil sample : wet paddy soil of kashimadai.
Mcdiun : 1/loo I)NB supplemented with　250ppm ^S3◆.
Plates : 12　replicaLe of plates
-13-
_00　　　　　瓢
Jho.[ou　叫0　JaqunET
Fig.I. Representative colony forming ct]rvc.s of plate counts
(250ppm ^S3㌧tolerant bacteria) of paddy soil where plates
were incutJated at　27●C.
(parameter values for two curves 1 and ll)
CCFC N∞(plate-I)　^(dayー])　　tr(day)
a　　　28.9(29.9)
b　　　44.2(79.1)
C　　　81.1(133.1)
2.54(2.54)
.85(1.56)
1.21(1.53)
1.93(1.91)
2.77(3.08)
4.35(4.46)
(　) =　curve lI
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アラビドプシスhy突然変異の生理退伝学的解析
東北大･辻生研　熊谷忠､　宮散大･生物　後藤伸治
1,はじめに
アラビドプシス(Arabidopsis thaliana L. lleynh.)の長腫軸突然変異(hyおよび
lh系統)は､現在まで十数系統が分離されている｡その中のいくつかは黄化肱軸中に
フイトクロムが検出されないかまたは野生型と比べて微量にしか存在しないことが知
られている｡一方､長日植物である本植物の花芽形成(花成)は短日条件下における
噌期中の光中断によって促進され､その光受容体はフイトクロムであるとされている｡
このこと-から､長腫軸突然変異は花成における光周性とブイトクロム作用との関係を
解析する上で好都合の素材となることが予想される｡
本研究ではフィトトロンの制御環境下におかれたいくつかの長肱軸突然変異につい
て花成に対する光中断の効果を調べ､各系統の光周反応の特徴とその際のフイトクロ
ムの役割を明らかにすることを目的とした｡
なお､本研究は昭和63年度より継続のものである｡
2､研究経過
染色体上の退伝子座が知られているhy突然変異5系統(hy1-hy5) ､退伝子座が未
決定の突然変異4系統(lh-1-1h-4)および野生型(Landsberg erecta)を材料とし
た｡昨年度の予伺実験でフィトトロンの環境条件､生育条件等を検討したので､その
結果に基ずいて実験を行なった｡
各系統の種子をロックファイバー(日東紡統KK製)に招き､低温処理(5日間､
5℃､噌所)を行なった後,種々の光周桑件に設定したファイトトロン(NH型)申
(25℃)で､ハイポネクス(N6･5-P6-K19)を栄養液として生育した｡花成の判定
紘(1)試験植物の50%の個体で花芽が肉眼で怒められるまでの日数､および(2)
花成時のロゼット葉敷く子葉2枚を含む)を指標とした｡また､その時点での地上部
の乾燥重量をも測定した｡日長条件として､長日は16時間日長､短日は8時間日長
とした｡光中断の光質は白色光､赤色光､青色光および近赤外光の4種粧とし､各色
とも20W白色光または単色光蛍光灯(各4本)を用いた｡光中断処卿よ各色光を短
日条件下の時期(16時間)の中央(7時間30分-8時間30分)で1時間照射す
ることとした｡さらに､近赤外光を明期の直前､または直後に1時間挿入することに
よって花成-の効果を調べた｡
3､研死結束
(1)長肱軸突然変異の光周性
長日条件下では､用いた9系統および野生型とも削ぎ同時(16-20日の間)に
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肉眼で路められる花芽が生じた｡ロゼット粟数で見るとhy系統の間に英数の比較的少
ない群(hyll, hy-2hy-3, 6-7粟)と多い群(野生型､ hy14, hy-5, 8-9葉)
が区別された｡ lh系統では系統間差異は少なく､ 6-7葉を展開した後花芽が形成さ
れた｡
短日条件下ではhy全系統で花成時期は長日条件下よりも遅れ,また､ロゼット英数
も多くなった｡長日下で区別された2群は短日下ではその道いがより拡大された｡こ
の区別は一部分はフイトクロム含量の差異を反映しているものと考えられる｡また､
hy-1系統(フイトクロム欠損と考えられる)は長日下で同じ挙動を示したhy-2および
hy-3と畔異なり､花成時までの日数､業歎ともに突出して増加した｡ 1h系統は短日下
での花成時期の系統間差異はあまり大きくなく､ 4系統とも40-47日で花芽が生
じた｡しかし､ロゼット英数の系統間差異は大きくなり､ lh-1の8粟からlh-5の14
葉までに拡大した｡ lh-1系統は交雑による退伝分析からhy-1系統と同一退伝子支配の
突然変異と考えられ､光周的挙動もほぼ一致していた｡その他の1h系統は退伝分析が
進んでおらず,また､同一系統内での成長の皮合い､ロゼット薬の展開､光周反応等
で個体差が大きく,著しいばらつきがあるため､以下の報告から削除することとした｡
(2)光中断の効果
短日条件の時期の中央に1時間の光中断を押入することによりすべての系統で花成
が早まった｡その際､花成促進は挿入する光の光質によって異なり､また､系統間で
も差が路められた｡さらに,光中断の効果は花成にいたるまでの物理的時間とロゼッ
ト業の展開で見た場合の生理的時間とでは異なって現われることがあった｡花成時期
の早さで見た場合､野生型､ hy-4､ hy-5は青色光と近赤外光によって他の系統よりも
著しく促進された｡ロゼット英数で見た場合､大部分の系統で白色光と赤色光は促進
作用が小さく､また､全系統とも青色光と特に近赤外光によって著しく促進され､長
日下と同じ英数で花成が起こるようになった｡さらに､野生型､ hy-4およびhy-5
は短日下で葉数が多くなるため,白､および赤色光よりも青,および近赤外光で効果
が大きく現われた｡ hy-1, hy-2およびhy13は短日下でも花成時期が早く,また､
英数も少ないため､光中断の効果は大きくは現われなかった｡特に､業数に対してhy
-Zでは白､および赤色光は効果を示さず､また.､ hy-3では白､および青色光が効果を
示さなかった｡光中断に対する挙動からも野生型､ hy-4､ hy-5の群とhy-1, hy-2, hy
-3の群の区別が明らかであった｡
(3)近赤外光の効果
短日条件下における明期の直前､直後および時期の中央の各1時間を近赤外光で光
中断処理を行ない､花成に対する影野を調べた｡全系統について花成時期､ロゼット
葉歎ともに昭期中央の光中断で最も大きな促進が紙められた｡花成時期で見た場合､
上記の3つの光処理ともに､全系統が短日条件と長日条件の中間で花成が起こった｡
近赤外光を明期の直後および直前に与えた時の効果は系統によって異なり､野生型､
hy-4およびIly-5は前者で､ hy-1は後者で大きな促進反応を示した｡また, hy-Zお
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よびhy-3は両者でほぼ同程度の促進が見られた｡全馴こ､明期直前の光申WTの花成
促進効果は他の2処理の場合よりも小さく､ロゼット英数では花成までに短日条件下
と同程度かまたはそれ以上の粟を月郡司したくhy-2およびhy13では乾重についても短
日条件のものよりも大きくなった｡ )
4,まとめ
本研究で用いたhy系統の黄化腫軸のフイトクロム含量はhy-1およびhy-2では少
なく､ hy-3, hy-4, hy-5では野生型とほぼ同量であるという報告がある｡本研究では
どの系統とも程度の差はあるものの正常な光周性(長日で早く,短日で遅い)を示し､
また､光中断による花成促進も起こった｡このことから､もしもフイトクロムが花成
に必須であるとするならば､フイトクロム欠損突然変異であるhyllおよびhy-2系
統とも少なくとも花成に関与するフイトクロムはほぼ正常に機能しそいることが考え
られる｡
光周性および光中断効果の違いからhy系統を2つのグループに分けることができる
と考えられる｡その1群は白､および赤色光に対してよりも近赤外および青色光に対
して反応する特徴を持ち､野生型､ hy-4およびhy-5が該当する｡他の1群は短日条
件下でも比載的早く花成が起こり､ロゼット粟数も少ない､ hy-1､ hy-2およびhy-3
が該当する｡これらの区別とフイトクロムとの関係については今後の検討課題であるo
hy-1系統はブイトクロム欠損のためにクロロブラストの発達が異常となることが知
られている｡そのため光合成機能が弱く､葉の展開が遅れ､このことが短日条件下に
おいて粟数が少ないにも拘らず花成時期が大幡に遅れる原因と考えられる｡
lh系統では1h-1系統を除き､花成や成長の個体差が大きいことは､これらの突然変
異がまだ純系に達していないものと考えられる｡したがって,さらに自苑､絹代する
ことにより純系化をすすめ,退伝分析により退伝的矧生を決定する必要がある｡
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イネ属植物におけるD-アラこン合名ジペプチド生成系の多様化と進化との関連性について
福島県立会津短大･真鍋　久､　東北大･佐藤雅志
1.はじめに
イネ(Oryza属)は､ D-アラニッ含有ジペプチドの存在形態のちがいIこより､ D-アラこルクリシフ
を葡するタイプⅠ ､ D-アラニMl)シフにかわってD-アラニルーD-アラニy　を右するタイプ11､関連ジ
ぺブタイドをもたないタイプIH　に分類される...さらにこれらは. I一l -1ト1と
進化した-性の恥こよが示吹されている･そこで-兜では､.これら3つのタイ
プのイネで関連ジベブド生成系がどのように作動するかを詳細に検討することにより
このような変異の生じた背景をさぐってみたいと考えた｡
2.研究経過ならびに研究鈷果
研究の手始めとして今回は､日木型栽培イネ　ササニシキ(タイプ1)の幼植物を
実敦材料とし､このものにD-アラ二ンを投与した場合､ D-アラニッが関連ペプチドへどのよう
に取りこまれていくのかを調べることにした｡なお､それに先立って関連化合物の分
析力法についても枚討した.
タイプlのイネに投与したD-アラニッは､その柴身部で､ D-アラこル1I)シンのほかD-アラこルーD-
lJ'ラこンや　D-アラニルーL-アラニ)にも組み込まれることがわかっているので､これらの化食物の
定農力法を換射した｡クラウンバックを付した液クtJで族関することにより､ DL-アラニ
ッ､DL-アラこJWTJS/ツ､DL-アラこルーDL-アラニッは､各々の異性体が､ Rtの異なる位鑑に.出現するこ
とを確詑できた｡さらに､ D一乃こン投与後の薬身抽出液中に見出される各化合桝ま､ 2
次元薄居クロマトグラフィーを適用することにより､それぞれアラニッ､アラニルクリ5/y､アラニル
アラこyとして分蝕できた｡したがって､ TLC法と液クロ法を順次適用すれば､ D-アラニッ､
D-アラこルーDl7ラニッ､ D-アラこルーL.-アラニッなどを定量できることがわかった｡
次に､幼植物に対するD-アラニッの投与条件を検討した｡黄身部におけるD-アラこyの代謝
を調べる場合には,充分成長した植物体の切除葉身を用いて吸収実験をおこなうこと
が多い｡太幼植物の場合には､しかしながら､根からD-7ラニッを吸収させる必要があっ
た｡
引き続いて､種々の条件化でD-アラニンを投与してみた｡光条件下でD-アラニッを投与する
ことにより､薬身中でD-7ラニンがD-アラこルクl)3/プ､ D-7ラこルーD-アラニッ､ D-アラニル-L-アラニッに組み
込まれることを確認できた｡一方､婚条件下では　これら丙アラニルアラニッへの組み込みに
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比べて､ DJ/ラこルグリシンへの魁み込みがきわめてなされにくくなることも硫詑できた｡個
処理によりD-アラニル?I)5/ンの体内合塵は速やかに低下したが､弼アラニルアラこンの体内合丑は低
下しなかった.この,8巣は､先に示した､明･噛条件下におけるD-アラこルクリシンおよび弼
アラニルアラニッへのD-アラこンの組み込み様式のちぷいを反映したものと思われる｡一方､これ
ら丙アラこルアラニッは､ D-7ラこルク1)シフに比べて代謝回転速度が高い傾向にあることやt)-7ラニッの
組み込み能力(ブールサイズ)の大きいことなども明らかになった｡したがってD-アラ
こルーD-アラニッ　とD-アラこルーL-アラニッの代謝パターンは大変類似しているものの､ D-アラニルクリシン
の代謝バターンは丙アラこルアラニッの場合とはかなり異なることが示興された｡
3.まとめ
上述の冶巣より(1)タイプlに属するササニシキは　D-アラニッ含右ジペプチドに関し
て3種類の生合成系を右し(2)それらの系が光あるいは胸条件下で複雑に関与しあい
ながら作動しているであろうことが推条された｡著者らは引き続いて､他のタイプの
イネ幼植物に対してもD-アラニッ投与試験をおこない､そこで得られる結果を今回の場合
と比較したいと考えている｡
太共同研究をおこなうに映してご揺助下さったことを､感謝*し上げます｡
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レタス不垂子光発芽･性ここ関する
突然変異体のイ乍出
東大･理　　井上康則
1.はじめに
ブイトクロム依存レタス種子光発芽現象は､ブイトクロム発見の端緒となった
Bor仙ick等(1952)の赤/近赤外光可逆性の報告以来数多くの研究がなされてきた
が､光の発芽誘導機軌こ関してはほとんど解明されていなかった｡申請者等は最
近､光は種子内の活性ジベレリンであるGAlの漉度を上昇させ､果皮中の発芽阻害
ホルモンであるABAの効果を打ち消すことにより発芽誘輔を行うことを兄いだした
くlnoue 1990)｡本研究においては､ホルモンの定量により得られた上記可能性を､
光発芽性に関する突然変異休の作出･解析より確認することを目的とした｡
2.研究経過
当初の計画では､突然変異誘発処理により得られたM2種子より､光発芽性の突
然変異体の候補を選別し､送生研の人工気象室中で栽培し､自殖により得られた
Fl種子の発芽性に変異形質が認められるか確認することを目的としていた｡しか
し､種子の生存率から決定した突然変異誘発剤(lX EMS)の漉度が高すぎ､雄性不
稔を誘発したので､計画を変更して､適当なEMS効果の指標をさがし､最適過度を
決定すること､適当な花芽誘邸条件を兄いだすことを目的として研究を行った｡
3.研究結果
花芽誘導条件:楓場でレタスを栽培すると､開花まで播種後約4カ月が必要
であったが､人工気象室中で16しく25oC)/8D(20℃)の条件で栽培することにより､
播種50日後に開花を見た｡種子は開花後2週間で成熟するので､約2カ月で1
世代回すことができる｡
EMS濃度: 0･-lXまでの濃度でEMS処理を行い､種子形成､花粉中の核含有率を
調べた｡先に東大田無農場でEMS処理種子を栽増した際は､演度lXでも生存垂は1
00Xであったが､今回は0･6Ⅹ以上では発芽後正常な発育が見られず､今回は洗浄が
不完全であったと思われる｡花粉中に核が存在している割合を調べると､漉度0完の
対唄では9哨であるのに､濁度0.2Ⅹで10X､ 0.4Ⅹで0.4Ⅹとなり､種子形成も0.鳩で
はまったくみられず､ 0.2笈でわずか観察された｡この結果は､花粉中の核含有率
が､種子形成率にある程度反映していると考えられ､レタスのような煩累を形成
する植物において､しいな花粉の割合がEMSの効果の校正に使用可能と考えられる.
また､ EMS溝度は洗浄条件等を考えると0.2Ⅹ程度が適当と考えられる｡
4.まとめ
今年度は光発芽性に関する突然変異体を得ることができなかったが､今年度明
らかになった諸条件を基に､現在EMS処理した種子4000を試験的に栽培しているの
で､うまく行けば来年度にいくつかの候補を拾い上げることが可能となると考え
ている｡
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平成元年度共同研究
ヒゲカ　ヒごのうle ･重力屈･l生
昆果忠番号892005
鈴木　隆(山形大･教育学部)
大瀧　保(東北大･退伝生態研死センター)
石川　似子(山形大学･理学部)
1.　はじめに
ヒゲカビは菌糸上に直径約150flm,長さ10cm以上にも述する単細胞性の胞子
蛮柄を分化する｡この胞子褒柄は側方から頗射される青色光に対し､正の屈性を
示す｡この場合､胞子褒柄は光源に向かって90度は屈曲せず､約70度しか屈曲し
ない｡これは胞子義柄の正の光屈性と､逆に立ち上がろうとする負の重力屈性と
の平衡の結果と解釈されている｡
一方､著者らは種々の突然変異株を用いた光屈性現象の解析から､胞子褒柄の
光屈性の方向性は､胞子褒柄に入射した光の光学的特性に依存することを示唆し
た｡すなわち,胞子褒柄は半透明な円柱細胞であるため､ -側方から照射された
光は､細胞のレンズ効果によって反光源側の細胞表面に収束する｡我々は､光屈
性の方向性は､胞子褒柄の光源側表面(表層)上での最大光強度(IP, na又)と
反光源側の表層上での最大光強度(ID､ nan)の比によって決定されると仮定し
た｡野生株の胞子義柄では常にIP､ max<ID､ maxであり､胞子褒柄は正に屈曲
する｡一方､ β-カロチンを過剰に蓄積(細胞内の光吸収の増加)した変異株や
細胞の直径が異常に増加(細胞内光路長の増大)した変異株では細胞内での光の
減衰が大きくID､ max個は減少する｡このような変異株ではIP､ max>ID､ max
となり,胞子義柄は負に屈曲することになる｡
もし､この仮説が正しいとすれば､刻々と光源に向かって正の屈曲をしている
野生株の胞子轟柄においては,胞子褒柄に対する光の入射角度が刻々と変化し､
IP､ maxおよびID､ max個も変化する｡したがって､.ある屈曲皮に達するとIP､
max : ID､ maxとなり､ついにはIP, max>ID, maxと逆晦する｡すなわち,胞
子褒柄はそれ以上屈曲できないことになる｡この昧界角度は理論的に約72度と計
一算され､実測した屈曲角もこれに近かった(昭和63年度共同研究) ｡このように,
重力反応を考慮しなくとも､光学的な理由からだけでも胞子蛮柄の最終屈曲度は
糾明できることになるが､はたして重力屈性の影響は皆無であろうか｡本研究は
この点を明らかにするために計画されたものである｡
2.研究方法
ヒゲカビ(phycomyces)の野生株(NRRL1555)および重力高感度変異株(C5)を用い､
その節Ⅰ期(胞子頚形成前)および第Ⅳ期(胞子褒形成後)の胞子褒柄を垂直ある
いは水平に置き,種々の方向から青色光を照射し(図1) ､その最終屈曲度を7
時間後に測定した｡重力屈性は胞子褒柄を水平にし,暗県下に静置して,光屈性と
同様7時間後に測定した｡
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3.研究結果
表1は､野生株およびC5株の胞子蛮柄を､種々の異なる覗きの重力刺激下にお
いた場合の光屈性の結果である｡第Ⅰ期胞子蛮柄の成長域は先端の尖った部分で
あり,光学的には第Ⅳ期胞子表柄よりも､より大きな屈曲を示すことができる｡
これらの結果は､異なる強さの重力刺激の下では胞子頚柄の最終の.光屈曲度は異
なり､換書すれば､重力屈性もやはり最終光屈曲度に影響していることが明らか
になった｡
図1は重力屈性が影響すると想定した場合の､それぞれの実験条件下における胞
子褒柄の予想屈曲角度である｡すなわち､照射された光の方向や胞子褒柄の始め
に設置された状態によって､異なる強さの光屈性や重力刺激を受けることになり､
これらの刺激の強さは胞子義柄が屈曲度を増すにつれて変化してくる｡胞子蛮柄
の最終屈曲角度は､この相反する方向-撒く二つの屈曲反応の間の平衡によって
I
決まるとすれば､その最終屈曲角度は､図に示されたように､各々の胞子裏柄の
条件によって､光学的な磁界到達角度から減少あるいは増加した角度となる｡蓑
1の結果は､この予想された結果とほぼ一致するものであった｡重力高感度変異株
では､特に第Ⅳ期の胞子蛮柄において重力屈性の影響をより大きく受けているこ
とがわかる｡また､第Ⅰ期胞子蛮柄では第IV期胞子蛮柄よりもさ.らに強い光屈性を
示すために､重力屈性の影響は第ⅠⅤ期の胞子義柄に比べ小さく作用している傾向
がある｡
光照射の無い条件下での重力屈性が90度に達しないのは､一般に胞子褒柄の
重力屈性の開始までの時間(30分以上)が光屈性のそれ(約6分)より長いことと,
屈曲の速度も小さいことに起因していると思われる｡
表1　　　ヒゲカどの胞子蛮柄における光･重力屈曲度
菌株　　実験条件*　第Ⅰ期胞子頚柄　　　第IV期胞子表柄
野生株　　　A　　78.0± 4.6 (116)　71.5 ± 6.2 (156)
(NRRL1555) B　　79.4 ± 5.8 (250)　79.9 ± 5.6 (86)
C　　　77.4±　4.6 (91)　71.9±5.5 (24)
D　　　21.4±　6.3 (43)　23.7±　5.2 (13)
E　　　78.1±　7.7 (88)　73.3±9.5 (35)
重力高感度　Å　　　80.2
変異株(C5) B　　　81.3
C D　∩uu 79.2
±　±　± 3(4 (117)　66.4　士9.4 (102)
3 4(163)　81.3±4.2 (70)
5.7(108)　72.7　±　8.3 (59)
27.5±12.8　(6)　46.7　±13.8　-(10)
78.5±　6.3 (81)　80.3±　5.5 (61)
*図1の実験条件に対応する｡標準偏差および観察個体数(カッコ内)
を示した｡ Dの実験は途中結果である｡
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4.まとめ
本研死においてヒゲカどの胞子褒柄の最終光屈曲度には､重力屈性も作用して
いることが示唆された｡しかし､実験Bや界Ⅰ期胞子喪柄の結果からも明かなよう
に､胞子義柄の屈曲角度は単に正の光屈性と負の重力屈性との平衡関係によって
決まるのではなく､胞子蛮柄の光学的特性も一つの要因になっていると考えられ
る｡すなわち､光の入射角皮によっては北はむしろ負の屈性を引き起こすと考え
たほうがよく､それは我々の理論からすればI P､ max 〉 I D､ naxの部分に相当
すると思われる｡ヒゲカどの光屈性の最終屈曲角度は,これら胞子義柄の光学的
特性によって規制された光屈性と重力屈性との相互作用によって決定されるもの
と思われる｡現在､連続写真記録法によりさらに長時間の反応を解析を行い,ま
た重力反応欠損変異株(C240)を用いて本研究結果の確路を行っている｡
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図1光屈性が胞子惑柄の光学的特性によって規制されており､また最終屈曲度
が重力屈性との平衡によって決定されると仮定した場合の予想最終屈曲度｡ (+);
光源紺へ屈曲させようとする刺激､ (-);反光源側-屈曲させようとする利乱刺
激の大きさは大体の傾向を示したものであって､正確ではない｡ PT;光屈性刺激､
GT;重力屈性刺･激｡矢じりは予想される最終屈曲皮の位置を示す｡
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平成元年度共同研究 課題番号892006
ヒゲカヒご及びミズタマカヒざなど多核
薄田胞体の核移植及びその形質発現
三原　等　(京都大･農学部)
大瀧　保　(東北大･遺伝生態研究センター)
1.はじめに
ヒゲカビ(phycomyces)とミズタマカビ(pilobolus)は共に接合菌難
のケカビ日に属する極めて近綾なカビである｡これらのカビはいずれ
も菌糸上に胞子嚢柄を分化し､その胞子褒柄は前者では専ら伸長成長
杏,また後者では肥大成長を行う(図1)が､共に光に対して鋭敏に
反応し､屈曲などを起こす｡また共に多量のβ-カロチンを含成し､
菌体は黄色を呈する｡両者とも多核体であり､共通の性フェロモンを
合成するが､交雑はできない｡このような多くの共通する行動や形態
形成そして物質生産が､これら両者間で同じ遺伝子によって制御され
ているのかどうかを探ることは､極めて興味のある問題である｡本研
究では､種々の突然変異株の単発されているヒゲカビと､ヒゲカビと
同様比較的光反応の解析の進んでいるミズタマカどの間でへテ.Elカリ
オン(異横共存体)を作製し､その行動や性質を調べることを目的と
した｡
図1.
ヒゲカビ(A)および
ミズタマカビ(a)の
胞子蓑柄｡
スケールはそれぞれ
1cm(A)と1nm(a)
2.研究方法
蛋株としては､ミズタマカビでは黄色を呈する野生裸､そしてヒゲ
カビではβ-カロチン合成欠損変異株の一つである赤色変異株(C9)香
ま用した.これはへテロカリオンが得られた時に､その色で識別する
ことが可能と思われたからである｡
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菌頬でヘテロカリオンを作製する場合､二つの菌糸間で吻合(a-
nastomosis)を起こさせるか､あるいは両者から作製したプロトプラ
ストを融合させるのが一般的な方法である｡しかし､ヒゲカどやミズ
タマカビにおいては菌糸間での吻合は起こらない｡また､プロトプラ
ストの作製には種々の煩雑な過程を必要とする｡我々は､これらのカ
ビ､特にヒゲカビにおいては､巨大な胞子義柄を分化し､それが強い
再生力を有することを利用して､直接両菌種の原形質を合体させる方
法の開発を試みた｡この場合,次のような方法が考えられた｡
(a)接木法:ヒゲカビとミズラマカどの若い胞子義柄の先端部を
切断し,両者を切口の部分で接き木する｡胞子嚢柄は先端部の切口か
ら再生する性質を持つため､再生体は接き木した部分から生ずる｡こ
の再生体は両者の細胞質と核を共有するへテロカリオンとなる｡
(b)原形質注入法:一方の原形質を他方の胞子義柄中に注入する
方法である｡ここでは､ミズタマカどの胞子嚢柄はヒゲカどのそれに
比べて著しく細いため､ミズタマカどの原形質をヒゲカビ胞子頚柄に
注入する｡
(C)原形質混合法:両菌種の苗糸や胞子義柄から原形質を絞り出
し､混合した後さらに培養を続け､そこから菌糸を再生させるもので
ある｡この場合､混合した原形質に細胞片を混入させておくと効率が
よい｡この菌糸上に生じた胞子義柄の胞子から,種々の核比を有する
へテロカリオンを単離することができる(図2) 0
この様な方法はいずれも､ヒゲカビどうしでは成功しており､とく
に(a)の方法は簡便なことからこの方法によって多くのへテロカリオ
ンが作られ､遺伝解析に利用されている｡
カバーグラス
図2.原形質混合法
によるヘテロカリオン
の作製法とその尊敬法｡
3.研究結果
(1)へテロカリオン作製:　まず(a)の接木法によってへテロカリオ
ンを作製することを試みたところ､ミズタマカどの胞子義柄はヒゲカ
どのそれに比やして極端に細く､また細胞壁が薄いため胞子頚柄の先
端部を切断すると､すぐに形を維持できなくなり､胞子頚柄どうしを
撞き木することは困難であった｡また､ (b)の方法を用い､ミズタマ
カどの原形質を　ヒゲカどの胞子頚柄に注入することは成功し､その
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胞子議柄から新たな再生棒が生じた｡しかし､その再生体に形成され
た胞子を分析したところ､ミズタマカどの核が取り込まれている明か
な証拠は得られなかったo (C)の方法では､再生した菌糸を新たな空
地に移植してそこに生じた胞子頚柄胞子を分析した結果､ (b)と同様
ほとんどがホモカリオンであった｡しかし､ヘテロカリオンと思われ
るものもあったため､現在その培養を続けている｡
(2)ミズタマカビ白色変異株の単離:上記の実験で明確なヘテロ
カリオンが得られにくかった原因として､材料として黄色を呈するミ
ズタマカビと赤色を呈するヒゲカビを使用したためと考えられた｡す
なわち､ヘテロカリオンはその黄色と赤の中間色を呈し､両親から識
別するのが困難であった｡そのためー　ミズタマカどの白色変異株を単
離することを試み､ NTG処理によって1株単離することに成功した｡こ
の白色変異株とヒゲカどの赤色変異株とのヘテロカリオンは､相補性
によってβ-カロチンを合成するため黄色を呈するようになり､両親
から明確に識別出来るはずである｡現在､この変異株を用いて再度へ
テロカリオンの作製を試みている｡
(3)核比計算:ヘテロカリオンが得られたときに問題となるの
は両親から由来する横の比率である｡ヒゲカどの場合､胞子には卜8
個の核が無作意に取り込まれるが､ミズタマカどの胞子における嶺の
数やその取り込まれ方は不明であったo従って､ヘテロカリオン中の
核比を知るためには､この点を明らかにする必要があった｡ bAPIによ
る染色の結果､ミズタマカビでは99.5%以上の胞子が二核であること
が判明した｡従って､ヒゲカビとミズタマカビとの間のヘテロカリオ
ンの核比を推定するには､特別な計算が必要となる｡
4.まとめ
ヒゲカどやミズタマカビでは比較的巨大な胞子頚柄を利用すること
によって,プロトプラストを作製しなくとも簡単に両菌種間のヘテロ
カリオンを得ることが出来るものと期待される｡将来は､これらのカ
ビと工業的にも重要なケカビとの間でもヘテロカリオンが作製され､
その分析も可能となろう｡そのためには､遺伝学的マーカーの明確な
突然変異体の単軌胞子中の核の行動､そしてへテロカリオン作製法
などを事前に解明あるいは確立しておく必要がある｡本研究ではミズ
タマカビとヒゲカどの両菌種について､これらの基礎的問題を解決す
ることができた｡今後は､実際のヘテロカリオンについて､その行動
や性質などを遺伝学的な手法も用いて解析を行う必要がある｡もしこ
の方法を基礎にして異種間のヘテロカリオンを容易に作製できるよう
になれば､これら菌類の持つ有用な遺伝子に関する解析はさらに遥も
のと期待される｡
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糸二抗菌iこお8j-るn包子形成の光碍IJ節P
島根大･農　本田雄一,東北大･退生研　熊谷　忠
1.はじめに
糸状菌の胞子形成に関与する光の作用スペクトルを確立する試みは_ 1960年代の
C. M. Leachによるイネごまはがれ病菌､ Helminthosporiun旦巳は旦隻に関する研究
以来､各種糸状菌について行われ､胞子形成の誘導や分生子横の成熟阻害の作用ス
ペクトルが決定された｡また､誘導的な紫外線と阻害的な青色光との間の可逆的な
光反応も発見された｡この可逆的光反応に関与する光受容体としてMycochrome
systemオ苧提案され､当初は可逆的に相互転換できる単一の光受容体やあると想定さ
れた｡しかし,その後の研究の結果, Mycochrome systemでは全く別の2つの光受
容体が､何等かの相互作用を及ぼしあって胞子形成をコントロールしていることが
示唆されている｡これまで､このような2つの波長の間での可逆的な光反応は分生
子按の成熟過程に限って認められるとされてきたがー熊谷(1982)によって胞子形成
の誘導過程にも関与していることが明らかにされた｡
2.研究経過
今回の共同利用研究は､既に､胞子形成の誘導作用及び分生子梗成熟過程の阻音
作用について詳細な作用スペクトルが決定されているトマト輪紋病菌､ Alternaria
solani　を用い､胞子形成の誘導段帽における光による阻害作用の作用スペクトルを､
誘導光と阻害光を同時照射することによって決定しようとしたものである｡そのた
め､基. solaniにおいでも分生子棟の誘導過程への可逆的光反応の関与を確認すると
共に､東北大学遺伝生態研死センターの二波長同時照射装置を用い､分生子梗誘導
光として290nm､阻害光として334nmから520nmの単色光を同時に照射し､阻害光の波
長別にfluence-response curveを決定した｡この結果に基づいて光による分生子使
形成誘導阻害の作用スペクトルを確立した｡
3.研究結果
作用スペクトルの有効上限波長は516nmであり､作用のピークは近紫外域では385nm､
可視域では459nmにあること､また､ 400nm付近は活性の低いトラフであることが明
らかになった｡これらの特徴はこの阻害作用が生物界で広く認められる典型的な青
色光効果の1つであること､また､近紫外域の相対量子効率が可視域の約4倍と著し
く高いことから､近紫外域の効率が可視域より低い分生子梗の成熟過程の阻害作用
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Fig･ Action spectrum for inhibition of induction of conidiophore formation･
Relative quantum effectiveness was normalized at 447 nm.
とは異なる面もあることが明らかになった｡しかし､ 290-300nmに作用の中心を持つ
胞子形成の誘導作用と430-480nmに中心を持つ阻害作用が相互に作用を及ぼし合う機
構や近紫外光の連続周封によって誘導された分生子梗が一定の時期を経過して初め
て青色光による阻害作用に対する感受性を示すようになる機構などについては依然
として推測の域を出ていない現状にある｡
4.まとめ
光質環境を調節することによって､一部糸状菌による病害は防除が可能であるこ
とが明らかにされ､その防除効果の発現機構に関する研究も進められており､単に
必要な光を与えないということだけでなく､積極的に阻害光を与えたり､胞子発芽
管の屈光性を規乱し菌の侵入行動を阻害すること､さらに､植物の生育を促進する
ことによって発病を回避するといった防除機構が明らかにされつつある｡これら実
用場面における光の有効活用を一層進めるためにも､その基礎となっている光の受
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容機構やそれ以降胞子形成に至るまでの生理過程の解明は欠かせない研死訳鬼であ
る｡
本共同利用研究を実施するに当たり､通生研の方々には多大のご援助を頂いた｡
心より厚くお礼申し上げる｡
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ミゾソバの日長性に対すろ反応性､生活史､弊施与劉生の変化
東北大･遣生　京大･埋　　河野　昭一
東北大･遥生研　　　　　　石粟　義雄
東北大･理　　　　　　　　平塚　明
1.はじめに　日本全国から採取したミゾソバ､ヤマミゾソバの種子を発芽させ､
実生をファイトトロンで異なる日長条件:短日(8時間) ､長日(16時間)にお
いて､生育させた｡温度集件は当初恒温(2()oC)に保った｡定期的に生長(主芸
長､分枝数､各分枝長､主茎上の葉数､各分枝上の葉放､花芽散､問花数､様子数)
を測定した｡
2.研究経過および
3.研究結果　ヤマミゾソバでは短日条件下において千葉を山している節から､水
平あるいは下向きに分枝した｡この枝は先端に閉鎖花をつけた｡一都の枝は地中に
潜り地中に閉鎖花をつくった｡しかし長日条件下では､この様な分枝はほとんどみ
られなかった｡すなわちヤマミゾソバの閉鎖花の生産は短日条件によっで促進され
た｡ヤマミゾソバの開放花も短日条件下で盛んにつくられた｡ヤマミゾソバでは､
長日条件下で栽培したものは､結局伸長は止まり花芽(開放花も閉鎖花も)を分化
しなかった｡長日処理についてのみ変温条件(昼間20cc､夜間1 OoC)を加えた
が､変化はなかった｡
ミゾソバにおいてほほ日下でも長日下でもヤマミゾソバのような子葉節からの分枝
は見られなかった｡この種では閉鎖花はつくられなかった｡ミゾソバでは長日下で､
†山台産のものにわずかに花芽分化が見られたが､以後は動きがなかった｡ ･ほとんど
同時に､ T.9日下では日本各地のものがものが花芽の分化を開始し､以後本柑的にな
っていった｡長日条件に変温条件を加えると北海道産のものにわずかの開花がみら
れたが､それ以上の生長も再生産もなく､他の地方産のものについてはまったく動
きがなかった｡また､ l山台産､北海道産についてわずかにみられた長日下での開花
も稔実には至らなかった｡ミゾソバの花芽分化には､九日間(以上)の短日処理が
有効であった｡もっとも敏感なのは戸隠産､高知産のものであり､以下小千谷(1
5日失望日)､仙台(18日短日)と続く｡
4.まとめ　ミゾソバ(開放花) ､ヤマミゾソバ(開放花､閉鎖花)とも短日処理
によって花芽分化が促進された｡日長反応性には地理的な変異がみられた｡仙台の1.
ヤマミゾソハ"自然集団について年二回(初更にわずかに､秋に本格的に)の開放
花の開花を組察しており､制御環境下での解析を続けたい｡
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遺伝撃蔓源植斗勿. (B r a s s i c a属植物
在来種)　の適応生態
東北大･農学部　斎藤　隆,東北大一過生研　管　洋,高橋秀幸
1.はじめに
日本におけるカブは1,250年以前に導入され､色々な形で各地に土着し,多くの
地方品種が成立した｡これら貴重な遺伝資源保存のために､さらに発育生理の面
からも重要である在来品種の開花生理について環境因子との関係から検討した｡
前年において,日本各地に在来するカブ(Brassica Papa L.) 12品種, `天王
守(大阪)'､ L史誰院' (京都)､ L博多据一(北九川)､ L近江' (大津､
京都)､ `大鼓' (滋賀)､ L鳴沢莞' (山梨)､ `温瀬' (山形), `大野紅
I (福井)､ `日野菜'悩賀)､ `金町' (関取､各地), L寄居' (新潟)､
`山内' (福井)について､●花芽形成､抽苔に対する低温者化と日長の相互作用
をファイトトロンを用いて比較検討すると同時に､両環境因子に対する依存性及
び低温春化の日長による消去作用を解析し､生態型を整理した｡
カブの花芽形成､抽苔は一般に低温と長日によって誘導されるが､いずれか一
方が欠如した場合､それらの誘導効果は著しく小さくなる｡低温あるいは長日の
いずれか単独が作用した場合には､それらの花芽形成誘導能力にはほとんど違い
はみられない｡しかしながら,低温､日長感応性において､品種によって大きな
違いがみられる｡供試した12品種の在来カブのなかで, L天王寺'､憧誰院'･
･博多据'は低温､長日のいずれにも感応性は高く､花芽形成しやすいが･逆に､
･寄居,､ `日野菜'､ `大野紅'､ `金町､ f近江'はそれらに対する感応
性は著しく小さく､花芽形成しにくい｡ L大数'友びL温海'はそれらの中間的
な感応性を有するものに分放される｡さらに､ L山内一は長日感応性は小さいが､
低温感応性は大きく､一方､鳩沢菜'は低温感応性は小さいが､長日感応性が
比蝦的大きいことが明らかとなった｡
本年は,前年の実験から,低温､日長感応性に違いのみられた`天王寺'､ ∫
山内, ､笥居, ､ L温海'､鳩沢業'の5品種について､低温処軌g]問を変
えて日長の相互作用について比較検討した｡
2.研究経過
花芽形成において低温､日長感応性を異にするカブの在来5品種`天王寺' (
大阪)､ ･寄居, (新潟)､ LlII軒(福井)､ L温淘' (山形)､ `鳴沢菜'
(山梨)を用いた｡種子をシャーレ内の湿った追紙上で､ 20oCで2日間擢芽させ
た後､ 3oCの冷蔵厘に搬入し､それぞれ7日肌14日肌21日Hll低温処理を行っ
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た｡ 21日間処理区では4月22日に, 14日間処理区では4月29日に､ 7日間処理区
では5月6日にそれぞれ催芽処理を開始した｡低温処理後､ 5月15日に一斉に冷
蔵庫から出し,直ちに培養土を入れた12cmポリポットに8個体ずつ植え付けた｡
さらに､低温無処理区として､低温処理後72日前の5月13日に催芽を開始し､
低温処理区と同じようにポットに植え付けた｡植え付け後,昼夜温とも20℃の一
定とし､日長8時間と24時間の2台のファイトトロン(小糸KG型)に搬入して
育成した｡両日長区とも午前9時から午後5時までの8時間は､水銀灯､蛍光灯､
自熱球を用いて約1万5千から1万8千ルクスの光を照射した｡ 24時間日長区で
は午後5時から翌朝9時までは自熱球6個で補光した｡
育成期間中に､節間伸長開始日,出菅日､開花日,開花時の草丈を調査した｡
開花日に順次採放し､実体顕微鏡を用いて花芽形成状態を観察し､側芽の花房形
成数,頂花房までの英数を調査した｡さらに､ 8月4日に未開花個体も含めて全
個体を採取し､最終的に花芽形成状態､ 81rJ芽の花房形成数､頂花房までの票数を
調査した｡
3.研究結果
24時間日長区についてみると､低温無処理及び7日間処理でも､ L天王*'で
は多くの個体で花芽形成がみられ､ L山内一､ `寄居'､ L温瀞では30%程度
の花芽形成がみられたのに対し､鳩沢菜'ではほとんど花芽形成はみられなか
った｡ 14日及び21日間の低温処理では､全ての品種で大部分の個体で花芽形成が
みられた｡出膏､開花までの日数は､各品種とも低温処理期間の長いものほど短
くなった｡開花期の草丈についてみると､ `天王寺'や鳩沢菜'では低温21日
間処理で低温処理期間の短いものより高くなったが･その他の品種では低温処理
期間による差は認められなかった○また, `温海'は他の品種に比べて草丈が小
さかった｡側花房数については､ `天王寺'では低温処理期間による差埠認めら
れなかったが､. LuJ軒では低温処郡即日の長いほうで多く､ `寄居'､ '温海
･及び鳩沢菜,でも低温21日間処理で多くなった｡側花房数の品種間差として
は､ `天王寺,は他の品種に比べて少ない傾向を示した｡頂花房までの葉数につ
いては､各品種とも低温処理期間が短くなるにつれて増加し,また･品種間では
･天王寺'仙内' `寄居' `温海'鳩沢菜'の順で増加した｡
8時間日長区についてみると､ 24時間日長区に比べて各品種とも花芽形成が大
幅に押倒された｡低温無処理ではもちろん､ 7日間処理でも､いずれの品種でも
花芽形成はみられなかった｡鳩沢菜･で紘21日間の低温処理でも全く花芽形成
芸:,6=誓ki三戸等'62宗吾kl呂笠笠還芸言2孟宗言霊芸悪霊笠讐誓言.6聖霊…芸･7-
で21即日低温処理で約半数の個体で花芽形成がみられ､やや多かったo Llu内'
は14日間の低温処理で32%､ 21日間処理で80%と､他の品種に比べて花芽形成率
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が高かった｡開花がみられたものは､ `天王寺' 21日間処現で1個体､ LtlJ内'
21日間処理で4個体のみで､ 8時間日長区では花芽の発育が抑えられ､花芽分化
を起こしてもほとんど開花に至らなかった｡
カブの花芽形成に対しては低温条件も長日条件も促進的に作用し,低温処理期
間が長く､かつ長日条件ではいずれの品種においても高い花芽形成率を示した｡
低温のみまたは長日のみの単独条件下では､両条件が組合わさって作用した場合
に比べて花芽形成誘起効果は著しく劣ったが､低温及び長日の単独条件に対する
感応性には品種によってかなりの差のあることが認められた｡低温条件について
は'･天王寺'､ L山内'のほうが`寄居'､ `鳴沢菜'よりも感応性が高いこと
が認められた｡日長条件については`天王寺'では長日条件のみでも高い花芽形
成率を示したが､ '寄肝　では長日条件でも低温処筆至を行わない場合にはほとん
ど花芽形成には至らなかった｡またー短日条件では花芽形成は強く抑制され､ ∫
天王寺'､ `山村　で低温処理期間の長いもので花芽形成がみられたが､ `鳴沢
菜'では低温処軌馴u]が長くても花芽形成は完全に抑えられた｡
4.まとめ
以上の結果から､ `天王寺'は低温､長日のいずれにも感応性が高く､逆に･
･寄居'はそれら単独処卿こ対する感応性が小さく､ `温海'はそれらの中間的
な感応性を持つものに､また､仙内'は長日感応性は小さいが低温感応性は大
きく､ `鳴沢菜'は逆に低温感応性は小さいが長日感応性が比較的大きいものに
分粧された.また､短日は低温春化効果を打ち消すように作用すると同時に､抽
苔を著しく抑制することが明らかになった｡
これら在来5品種について､おおむねその品種成立地の環境条件に適応してい
るものと考えられる｡
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喜重及てデ菌菜頁多核(-Sの光生理反.応にflFう幸田
B包一胃一括の動態
山形大･理　菱沼佑　東北六･退生研　片固執苛
1.はじめに
フシナシミトロ､ハネモなどはcoenocyteと呼ばれる巨大多核細抱て､細胞生理学
的研究のモテル系をつくる上で非常に便利である｡これらの濠は系読分類学的に大
きく離れているにもかかわらず､光屈性､光形態形成､細胞運動などよく似た青色
光反応を示し､共通の制御機構の存在が推測されている｡そしてこのような光によ
る制御系を介して､細胞内骨格である･'ill｣､嘗あるいは削､識維により､細胞内運臥
あるいは細胞形態形成が制御されていると考えられているo昨年の共同利用研究か
らこれらの細胞では覆小菅がいずれの細胞においても細抱長軸に平行に記向してい
ることか明らかにされた｡
本研究では､さら･:=制包内;:おける削､手離任の配向を明らかにし､フシナシミド
ニ那包､指にフシナシミトロプロトプラストを用い､青色光照射域への葉緑体移動
とプ`ロトフうストからの発芽方向の光:こよる決定の有無と､その際の細胞内骨格の
動態と役罰を明ら:5､:こしょうとするもので7,る｡
2.研究経過
細胞内骨格か植物締抱の形態形成､紳抱.rJl運動と蓄積rd潤係か為ること.･ま致多く
の韻書かある.ハネモやフシナシミドコ:=封､てもコ:i,ヒチ二やサイトカラシシ処
:--翌:=より形態変化か生じることは､これらの植物でも細抱骨橋と形態形成か密接.T.i
関係を持っていることそ示している)昨年更17)共同研究:こおいて∴1,3,｣､菅か郵包真
幸射こ平行,'=記同していることか示され.>=J今回の異邦芹究ではさら.,こ射､識椎を蓑
光男票:二よ7/1可視化すること:=ある｡
蕎IJ亘射まの曇光讃竜頭的親祭方法は､邪と:こより77､:),7異,ち.1--てお1･) ､必TL i,
譲吉的な方法は見つかっていないっ遠近iiadoT-a and (,]ada･1989:,ら.tま/,タ原舶用抱
の櫛日射蓬の蛍光鼠致頴読票;二お',て､二面架橋劃.r二よる前処理方憲章郡､て引手
JJtL語票:i賃を害ていることから､ニプ)方法を参考三二＼宣モ. 7三十三　ミトコ榔泡:=ニ
vT薫顎を喜一＼七
′･-　コ
3.研究結果
''11｡1-. Lr^→ト･; 11=:j､ -"l:三三壬_:I,,lノ雲ヨ_T=言.三･IT計丁　三二二､二:I,
A-ヽ､←ヽ- u ､{   ′､▲. ヽ     .～一.､.ヽ   _ . JIv
一､　-コ.こ-｡_･三翫烏緩頂=T闇雲寺平.-i　∃二　3　,1'1こ　.'ニJ三言_
_工;I,･二､､､部を三朝.r二･十､ , 7-ロー7湾.'二五両●_て-. -r三｡二]:J!翫､:r三十.T_'錆窪･二言T,古
して､}-':."磯訂するたf)､さらここ'Tjl.L､接線n音T:.7明ら,7､てこうるi,ヤシ′,17モT酎包モ
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年目.,てコ一･アミンーファニィiン染色J=Y行った.7上司謙:こ1-.-1J恒三転封等を説票す/--)二
と.?､てき7三(函2) ｡しかし､ハネモ絹抱!=おいては､このような方法では緒抱貨
J)固定.'ま不十分であり､電車韻絶佳は詫言されなかった｡ but:'er絶域や固定剤のC.2
安等を試みたか､禎小銭経は未だ訊零されていない｡
4.まとめ
本研究において､上述したように光反応と細胞骨格の動態とを結び付ける::は至
らなかったか､フシナシミトロ細胞における織lj＼繊維懐を可視化することかできた｡
こJ)ことは､光反応機構と細胞骨格の動態との関係を調べていく上で非常::有用で
ある｡今後､フシナシミドロプロトプラスト:こおける青色光照射による発芽方向の
決定と照射域への葉緑体移動との関係を調べること!=より､この間題を解析してい
く考えである｡
国1.フシナシミドロ細胞における微小韻碓儒
(矢印:微小城維) スケール10pm
ヨ2.シャジクモ細抱:=お:ナる14小手哉繕淫
スJT-lL,10　um
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振動電極法による藻類の光生理反応の解析
東北大･医療技術短期大学部　純田　fy]樹
東北大･退生研　　　　　　　　片岡　博尚
1.はじめに
光はエネルギー源としてばかりでなく,植物の体制を決める環境因子の
1つとしても重要である.たとえば.一方向からの光照射によって非対称の
成長がおきて屈曲したり,光照射点に新しい成長点や分枝が誘導されたりす
る.最近.そのような形態的変化が引き起こされる前に.光によって誘発さ
れた微量な　Ca2◆や　H◆　イオンなどの細胞内外への移動で生理的反応が調節
されていることがわかってきた｡
そこで,我々は藻類の光生理的反応の初期過程をイオン移動の観点から
解明するために.微弱なイオン電流をとらえるー振動電慮測定システム''を
完成させ,一方.培養藻全休を用いた光生理的反応の解析が進んでいる単細
胞性緑藻フシナシミドロをより単純化したモデル系-あらかじめ何等の極
性をもっていない生物材料-　とするためにフシナシミドロのプロトプラス
ト化を試みた｡
2.研究経過と結果
①作成した振動電極とその対照電極の保持と測定対照物への位置決めに
は.現有のマニプレータでは困難な点があった｡そこで.両電極を同一のマ
ニプレ-タに一定距離を隔てて斜めに保持できるように市販のマニブレーク
(成茂製, MN-100)を改造した結果.測定物への位置決めが容易に効率よくで
きるようなった｡
②フシナシミドロからのプロトプラストを高率で得るために.高張処理
液の組成を調べた｡種々試みた液のうちで比較的高率でプロトプラストが得
られたのは.液P-I, P12. P-3であった(表日｡その液の中で培養藻体を
2- 10mmの長さで細切し,温度20℃.暗黒中に静置すると. 12時間後
には多数のプロトプラスを得ることができた｡特に.液P-1, p-2より低弓長
な液p-3中では.藻体内で形成された大部分のプロトプラストが藻体外に
自然に出てくるため,収率が高かった｡これは吸水に伴うプロトプラスト体
積の増加が原因と考えられる｡また.いずれの液でも得られるプロトプラス
トの直径はイオン電流の測定に充分な大きさをもっていた｡
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③　高張液(p-1. 2. 3)中に静置されたプロトプラストは.早いもので
3日目までには.細胞壁の再生が始ることが確認できた｡その後の細胞壁再
生の進行は遅いので.微量金属元素,ビタミン類の添加.光照射条件などを
検討中である｡
一方,プロトプラストから発芽を誘発する目的で.プロトプラスト調製
1週間後.高張処理液を藻体培養液へ徐々に戻していった｡しかし.細胞壁
の弱い部分から''原形質吐出"としTLう現象が繰り返し起き.最終的にはプロ
トプラストからの発芽率を極度に悪くした｡この●'原形質吐出"を防止する
には.充分に強い細胞壁を再生させる条件を兄い出すことが必要である｡
④　培養液に戻した後. ''原形質吐出ー　の少なかったプロトプラストは.
明暗光周期(8時間明, 16時間噌) . 20℃の培養条件下で培養を続ける
と, 3-4週間後に発芽のみられるものがあったが,その頻度は低かった｡
3.ま･とめ　　　･
藻類の光生理反応の初期過程とイオン電流の関連を解析するために.微
少イオン電流を検出する''振動電極システムー　を電極保持のマニブレークを
含めて完成した｡また,研究材料のフシナシミドロをプロトプラストにする
高張処理液の組成を決めた｡しかし,プロトプラストからの細胞壁再生をよ
り強くうながす条件の検討が必要になった｡
表1 3種類の高張液のプロトプラスト調製への効果
高張液　　　　　　7°ロト7°ラスト　　　　　7●ロト7'ラ朴
の種類●l　　　　形成数(個)●2　　　平均直径(〃m)●3
4　8　22　　3　　5十一十一十一3　7　亡U7　1　cc
=　　　日日
(∩-4)　　94 ! 36 (n=37)
(n=4)　112 ! 27 (n=21)
(n=6)　145　+　24 (n=26)
'l pll　は150mM NaN0.3で, P-2　は　250mM Sorbitolで. P-3　は180mM
Sorbitolで高張にし,さらに各液にはlmM KCl. ZmM CaC12. 5mM
MOPS (pI1 7.0)を添加した｡
'2藻体湿重畳　50mgを細切し.形成されたプロトプラスト(直径
80 J⊥m以上)で藻休外に自然に出たものの数｡ n=調製回数｡
'3直径　80　FLm以上のプロトプラストのみを測定した｡ n=測定個休数｡
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共同利用者研究題目
植物病原放線菌のプラスミドの性状について
東北大･農学部　江原　淑夫､羽柴　輝良
東北大･退生研　菊本　敏雄
1 .はじめに
最近多くの作物において放線菌による新しい病害が各地で発生し､そ
の被害が年々増大しており､これら病害の防除対策が早急に検討されな
ければいけない｡一方､病原糸状菌において核外遺伝子(プラスミド
D N A)が分離され､その存在と病原性との関係が注目されている.本
研究は植物病原放線菌および糸状菌から核外遺伝子を分出し､その性状
を検討し､ベクターの開発を行うo　さらには病原性との関係を明らかに
し､放線菌および糸状菌による病害制御の方向性を検索することを目狗
としている｡
2.研究経過
放線菌による新しい病害､特にジャガイモの亀の子症より分離された
StreptotnyCeS Sp.株､約152菌棟､並びにサツマイモに相席立枯病を起
こす､ Strepto皿yCeS ipomeae　菌株､放線菌では精力的な研究が行われ
ているStreptomyces lividans　菌株を供試して､プラスミドの抽出を試
み､プラスミドの精製法の確立を行うとともに電子顕微鏡観察によって､
プラスミドの形状をつきとめた｡また､制限辞素地図の作成に着手し､
病原放線菌および病原糸状菌の性状を解析するためのシャトルベクタ～
の開発に入った｡
3.研究結果
ベクター候補となるプラスミド収集のためジャガイモ亀の甲症被害塊
茎､およびその付着土壌から分離した放線菌､約152菌株を供試し､プ
ラスミドの検出を試み､僅か1菌株､ A2076　菌株から9.4Kb　の全く新し
いプラスミドを検出した｡制限辞素による構造解析により制限酵素地図
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を作成したところ､本プラスミドは環状であり､ aBD i日､旦_⊆j RV､
揖』d日､ hmI､ MJBI､旦ヱ月日　の6種の制限辞素により各々1カ所のみ
切断されることが判明し､ベクターとして好適性質を有していると考え
られる(図)0
以上の結果より､本プラスミドを　pSK76と命名したo
HindIⅡ
MIuI
EcoRV
図　A2076面接のプラスミドの制限辞燕地図
4 .ま　とめ
放線菌用のベクター開発のための端緒として､プ:.てミドの探索､お
よびその性状について解析を行った｡土壌より分離した放線菌から､ベ
クタ一一としていくつかの好適な性質を有していると思われるプラスミド
を分離し､ pSK76　と命名したo
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共同利用研究課恕名,雄性不稔遺伝子の構造と発現
東北大通生研　亀谷寿昭.熊本工大　竹田真敏
1.はじめに
細胞質雄性不稔は種子生産上重要な形質であり,そのメカニズムの研究も進展してき
ている･その中で,遺伝子レベルの原因がミトコンドリアDNAの変異であることが示唆
されている.本研究は当センターにおいて収集,育成された材料として,雄性不稔遺伝子
の構造解析と遺伝子導入法を検討することを目的とし,今年度は,ニンジンCMSの遺伝
子解析を拭みた.
2.研究経過と研究結果
材料として金港三寸CMS系統(SK)と比較のため別系統として玉帽三寸(ST) ,
さらに正常系統として金港三寸(FK) ,金時(FA)を使用した.各系統の葉緑体DN
Aの各種制限酵素分断バターンは差異が見られなかったが, mt DNAにおいては,差異
が見られた.このmtDNAのHindIII断片を,トウモロコシT型CMSのmtDN
A特異断片TURF-2H3をプローブとしてサザンハイブリダイゼイションをおこなっ
たところ,各系統においてハイブリダイズする断片がみられた.さらに,トウモロコシT
型CMSの原因であるとされるORF-1 3領域を含むH2断片を, Rs a Iで切断し,
HR2断片を作製し,これをプローブとしたところ, CMS系統であるSIく株のみに,
1.7 kbp付近に1本の断片が紐められた.次にこの断片を分析するために,クローニング
をおこなった, SA株のmtDNAをHi ndIIlで切断,永勤して, 1.7kbp付近の断片
を再抽出し, PUG 19をH i ndIIiで切断し,ligationを行った.これらをE.coli-JM109
にトランスフォームした.さらにHR2断片をプローブとしてコロニーハイブリダイゼー
ションした後,その選抜コロニーよりプラスミドを単離し, HR2をプローブとしてハイ
プリグイゼーションした結果, 1.7kbp付近にのみハイブリッドを形成した.
3.まとめ
本実験結果から,ニンジン細胞質雄性不稔はミトコンドリアに起因し,トウモロコシT
型細胞質雄性不稔の場合と類似のものであることが明らかとなった.今乱　この特異断片
の塩基配列および他植物の雄性不稔株との相同性について検討する予定である.
-5!Xr
共同利用研究報告
平成　2　年度
Institute of Genetic Ecology
◎　ワークショップ
不直物病原体の分子生態学
菊　　本　　敏　　雄
1.はじめに
今回のワークショップは分子生態学という､やや大胆な表題を付しました｡その理由
は､生態学の研究に分子生物学の研究手法を導入し､遺伝子のレベルで生物の多様な生
活を解析する､新しい研究分野を切り拓く努力が今､求められていると判断したからで
す｡幸い､植物と微生物との相互関係についての分子機構の研究が､最近急速な進展を
示し､すでに､そうした研究の素地は広がりつつあります｡そこで､まず植物病原体を
対象に､その分子生物学研究の成果を生態学の視点から検討し､この分野の研究の現状
と今後の展望を明らかにしようと考えました｡
2.研究経過
ワークショップの開催に先きだって､このワークショップの狙いの主旨に沿った話題
を提供していただくよう､連絡を密に行いました｡話題の対象は､現在知られている最
も小さい病原体であるウィロイドからウイルス､細菌､そして糸状菌を含む6題につい
て報告があり､大学院学生を中心に参加した4 0名を超える若い研究者との間で､活発
な議論がかわされました｡その結果の大要は以下の通りです｡
3.研究結果
1)ウィロイドの分子疫学　　高橋　牡(岩手大･農)
ウィロイドの研究史の紹介にはじまり､病原体の疫学研究のための3つの手法､す
なわち①生物検定法､ ②PAGE法および③核酸雑種形成法の特徴と精度について説明が
ありました｡さらに､これらの方法を用い､生態系におけるウィロイドの動態､分子
構造の比較と生態的特性との関連､分子疫学の今後の役割について述べられた｡■
2)植物ウイルスの分子生態学　　江原淑夫(東北大･農)
CMY-YおよびCM一〇をタバコに接種し､ウイルスゲノムの増加､外被タンパ
クの合成およびウイルス粒子の生成について経時的に調べると共に､層主側の反応に
ついても比較検討した｡さらに､ CMVおよびPSVとササゲの系についても同様な
実験を行ない､病徽発現過程における両実験系の異同について紹介された｡
1
3)遺伝子操作細菌の行動　豊田秀吉(近畿大･農)
フザリウム病の生物防除の観点から遺伝子操作細菌の行動について紹介された｡ま
ず､抗菌活性を有する根面生息細菌の分離法について述べ､この分離菌(S.marces-
cens)にマーカーとしてIuxおよびテトラサイクリン耐性遺伝子を導入した｡この組
換え微生物が根圏で優占し､その機能を安定的に発揮するよう､キチンとキチン分解
性放線菌を添加した｡このシステムの構築により､高い防除効果が得られた｡
4)プラスミドの生態　　佐藤　守(農環研)
クワ縮葉細菌病菌を中心にプラスミドの分布とその機能について紹介された｡植物
病原細菌は葉面上や土壌中の非病原細菌に比べ､プラスミドの保有率が高いこと｡伝
達性プラスミドは植物病原菌に広く分布しているものの､その伝達能は通常抑制され
た状態にあるらしい｡一方､プラスミドは植物内やタバコ培養細胞との共存培養によ
り脱落が促進されることを示された｡さらに､組換えプラスミドの導入細胞内の安定
性は保存する培地の種類や形状､温度条件等に左右されると述べている｡
5) DNAからみたAlternariaの生態　柘植尚志･足立書彦(名大･農)
鳥取県､愛知県および岐阜県の二十世紀ナシ園から分離した､約250菌株のナシ黒
班病菌の個体群構造をP F L P分析法により解析した｡その結果､ナシ栽培の歴史と
頻度の違いが､個体群構造の違いを生みだした可能性が高い｡また､自然界では重複
感染が比較的高い頻度で起こっていることが示唆された｡ A.alternataの高頻度形質
転換系を確立し､変異相補によるナシ黒班病菌のメラニン合成遺伝子の単離について
紹介された｡
6)プラスミドからみたRhizoctoniaの生態　羽柴輝良(東北大･農)
ダイコン苗立枯病の衰退した土壌から分離したR.solani菌の異常株から､約2.7 Kb
の線状プラスミドDNA (pRS64)を検出した｡このプラスミドとAG-4群か
ら検出されるプラスミドとの間に高い相同性がみられた｡ R.solaniの各群から検出さ
れたプラスミド様DNAは各群ごとに相同性が高く､各群のプラスミドは各菌系融合
群が固有に保持している因子であると考えられ､プラスミドが病原菌の進化となんら
かの関わりを持っているのではないだろうか｡
2
4.まとめ
植物病原体の分子生物学の研究の方向に､ 2つの遠が考えられます｡ 1つは､核酸プ
ローブを利用して､生態系における病原体や標的遺伝子を検出し､その動態を明らかに
することです｡いま1つは､文字通り病原体の生態的特性に関与する形質をみいだし､
それら遺伝子の構造と機能を解明することです｡具体的には植物病原体という性格から
宿主特異性とか病原性発現にかかわる諸要因をはじめ､媒介者との関係､また､根面や
葉面への定着､さらには休眠･発芽･胞子形成など生活環の制御にかかわる様々な生命
現象が考えられます｡病原体の生活のこのようなポイントを制御している遺伝子を特定
し､うまく取り出せるか否か､そしてよい実験系の確立が研究の進展を大きく左右する
ものと考えられます｡
3
生態研究と環境制御
菅　　　　洋
1｡はじめに
生態学における実験的手法の問題は､古くて新しい問題である｡当
センターにおいては､共同利用研究において計画研究として､『環境
調節装置を利用した生態的研究』を実施している｡これらの動向と関
連して､この共同利用研究に参加している研究者にも参加してもら
い､生態学における実験的研究について､いろいろの観点から討論す
る場として､ワークショップを計画した｡
生塵学と生態学の守備範囲が分明でなかった頃は､いわゆる個生
態学の分野として､今日生理学として研究されている水分生理､栄養
生理､光合成､生殖生理などの多くの問題がとりあげられた｡その後､
生態学における統計的取り扱いや集団生態理論の発展などと相まっ
て､上記の研究分野はその実験的手法とともに､ややもすると生理主
義として退けられる傾向にあった｡
しかし､遺伝子解析を中心とした遺伝子生物学の著しい発展によ
り､生態系における生物集団あるいは生物社会の解析といっても､そ
れを構成するのは個々の生物種であるから､その遺伝的構成が明ら
かでないと､生態系そのものの解析も十分には出来ないとの反省も
生まれ､生態学における実験的方法は､近時その重要性をましてきて
いる｡今回､当センターのワークショップにおいてこの問題を取り上
げたのは､当センターの設置目的である､生態系における生物種の遺
伝的基礎の研究という命題にも重要な関連を持っているからである｡
2｡研究経過
ワークショップは､1990年11月16-17日に当センターにおいて開
催された｡この課題は広範で､一度の論議で結論のでるような問題で
はないが､今回は以下の5名の研究者により話題が提供された｡その
大要を要約すれば､以下のようである(発表順)0
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(1)発芽生態学の二つの目標と実験における環境制御
鴬谷いづみ(筑波大生)
生態系のなかで､ある植物種が環境をどのような機構で感知し､そ
の中で種子発芽という生理的過程を通して生態系の中で個体として､
確立してゆく動態を､実験という手段を用いて見事に示した例を､話
題として提供した｡
(2)作物の根系研究における実験的方法
鯨幸夫(金沢大教育)
植物の根は､重要な役割を持っているにもかかわらず､土壌の中に
あって研究がしにくいため新しい研究手段の開発が必要である｡こ
れらの点を踏まえて､最近のシードパックを利用した実験データを
示しながら､作物の根の機能と役割を特にイネについて話題提供し
た｡
(3)制御環境下における植物表現型可塑性の解析
石乗義雄(東北大遺伝生態研)
当センターの環境制御装置/を用いて行っているクネッケバナの
野生植物集団の各種環境､特に日長と温度に対する反応解析､特に表
現型可塑性について､異なった地域集団の持つ遺伝的特性に言及し
ながら話題提供した｡
(4)環境制御植物の成長モデル
広瀬恵樹(東北大理)
環境を制御して行う成長解析実験を通して得られるデータを元に､
植物の成長モデルをどのように構築し､それを実際にどのように有
効に利用できるかについて､歴史的展開を踏まえながら話題提供し
た｡
(5)植物の形質発現様式と進化
河野昭一(京都大理､東北大遺伝生態研)
我々が植物生態研究において､実験的手法､特に環境調節のような
解析手段を必要とするのは､結局は植物の形質発現の様式が様々の
5
環境下で､どのように進化してゆくのかを知るという最終日的にとっ
て､それが極めて有効であるからであると言う認識にたって､広範か
つ総括的立場からの話題が提供された｡
3｡研究結果
上記5題の話題提供があったoその内容については､上記経過の項
に併記した｡これらの話題提供に基づいて､色々の意見交換と議論が
行われた0
40　まとめ
生態研究における実験的手法､特に環境制御実験の有効性につい
ては､色々の角度からの接近が可能である｡環境を構成す勾要因は多
様であ.り､自然生態系に生活する生物種の､これら環境に対する反応
は複合して現れるので､生物の持っ遺伝的特性が､これらの環境要因
のどれと､どのような反応をして表現されるかは､各要因ごとに分析
しなければ､把瞳することは不可能である｡これらの解析に､環境を
制御しておこなう実験的方法が､多大の貢献をすることは､明らかで
ある｡特に､生態系を構成する各生物種の遺伝子発現を､把握するた
めには､各環境要因を摘出して把撞することができる､環境制御装置
の利用は極めて有効である｡
植物の環境反応を研究する上で､例えば地下部環境と根や根系の発
育の関係を調べようと思えば､制御した環境を創出するだけでなく､
経時的にこれら特性を追跡できるような､特別な装置の開発が必要
であることも強調される｡これらの制御環境を使った実験的手法の
導入により､生態系における生物種の動態は､その生物種の持っ､遺
伝子の発現と言う視点からの接近が可能となり､それを踏まえての
考察は､生態系における生物種の生活や相互関係の研究に計り知れ
ない､進歩をもたらすであろうことが予測される｡
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ワーク･ショップ｢水田生態系の生化学と元素の周期律｣
代表者　　　　　服部　　勉
1.はじめに
水田には､多くの生物種が生活し種々の化学変化を営んでいる
これらの化学変化のうち､イネの生育に深く関わるものについて
は,これまでの水田土壌化学､作物栄養学の研究によって､相当
程度解明されてきた｡しかし､水田　中には､栄養元素や毒性重
金属元素の他にも多数の元素があり､これらも生物の働きにより
変化し､溶脱･沈殿を繰　り返しており､水田生態系に重要な影
響を与えている｡本ワーク･ショップでは､元素の周期律を念頭
にこうした諸元東の変化を多角的に解明する糸口の探求すること
を目的とした｡
2.研究経過
予め各参加者の問題意識,報告内容についての打ち合せを文書
等で行い､平成2年11月5-7日の会合にのぞんだ｡当日の報
告は､ r水田土壌の化学組成と元素の周期律｣ (茨城大農　浅見
輝男氏) ､ ｢イネの元素組成から何がわかるか｣ (京大農　高橋
英一氏) ､ ｢水田元素の移動分布における水の役割｣ (奈良女子
大理　木村優氏) ､水田の土壌を分析する｣ (東京工大大学院
一国雅巳氏) ､ ｢地球誕生から水田まで｣ (東大理　野津憲治氏
)であった｡
3.研究結果
てた,の各きれ考つれと物をでら再こさる植象明えの起なみ､現解が題でがら性殿に報間中起･か急沈的情境田提場繋･一な環水産立の動統様球
間の立移り多地
るヽ.tV 化学変化とその意味について､多角的な
｡とくに今後発展されるであろう化学生態学
逐次抽出法による土壌元素の分別定量法の確
器素可可必各元るるの 官の元素組成のもつ情報の解析､元素の
イの オン形態と水分子との相互作用によ
能性､各元素の垂直分布のデータ-より
､な性性能要 地域史的なグローバルな立葛から
ど､興味ある観点が提起された｡
4.まとめ
本ワーク･ショップの成果は､ IGE　シリーズNo.ll ｢水田生
態系の新研究(2) ｣として刊行された｡このワーク･ショップ
が､本格的な化学生態学建設へのひとつの刺激となることがのぞ
まれる｡
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植物成育の場としての土壌中の物質変化と微生物
佐藤　匡
(東北大学遺伝生態研究センター)
1.はじめに
一般に,植物根圏土壌では非根圏土壌に比べて微生物数が多いことが知られて
いる.そして､それら微生物の内容は､ノ植物の種類や生育の段階によって異なるこ
とが指摘されているが､その実態は必ずしも明らかではない｡ところで､植物根圏
微生物の給源としては第一義的に植物の種子が挙げられるが､滅菌した種子を土壌
に播種した場合でも､いわゆる"根圏微生物〃なるものが存立することを考えると
､その主要な給表別ま矢張り土壌と考えて差し支えない｡さらに､根圏微生物の内容
を規定すると考えられる植物の生育は､土壌の藷因子によって左右され､植物の養
分となる土壌中の物質､特に窒素の存在状態と変化の様相は大変重要である｡また
､窒素の変化を微生物の面からとらえると炭素もそれを左右する主要を国子である
0
根圏微生物は,植物生育の影響のもとに推移する一方､様々な物質の生成を通じ
て植物の生育にも逆に影響を与えている｡また､その影響も様々な内容をもってい
る｡そこで､本ワークショップでは根圏微生物の成立に関係する植物生育といった
ことを念頭におき､植物生育の場としての土壌環境の物質変化とそれにかかわる微
生物的要因について再考することを目的とした｡その際､今日的問題の一つである
土壌環境にたいする自然的乃至人為的インパクトなどについても顧慮を試みた｡
2.経過と結果
平成2年10月4日～5日の両日､当研究センターで開催した｡出席者は, 8
人の発表者を含めて10月4日､ 14名､ 10月5日､ 12名の延べ15名であっ
たoそして､以下の順序で話題の提供がありそれぞれについて順次討論をおこなっ
たo
(1)著尾紀夫(岩手大学　農学部) ｢土壌および水系の硫故および硫黄の挙動と
微生物｣ :多様な酸化状態をとる硫黄と硫
酸について､水系として主に酸性鉱山水を､また､土壌としては硫黄･硫化鉱床､
酸性硫酸塩土壌､さらに､畑地や水田土壌を対象として,各種の硫黄化合物の挙動
とせれに関わる微生物の関係について論じられた｡
(2)佐藤　匡(東北大学　遺伝生態研究センター) ｢農薬と土壌中の非標的微生
物｣ :各種農薬による土壌中の微生物に対
する影響を､主として土壌肥沃度に関連する微生物閑典の窒素代謝と､ミクロフロ
ラの変化の面から､研究例を挙げながら問題提起がなされた｡
(3)斎藤　紀(宮城教育大学　生物学科) ｢土壌動物の糞と微生物｣ :自然土壌
には多少とも土壌動物の糞が含まれている｡それは､土壌の成分となるべく微生物
的変化を受けており､そのために､それらは固有の微生物相などを有していると推
定されている｡その一つの具体例としてワラジムシの糞の野外での分解過程と撤生
物相の内容についての実験例が紹介された｡
(4)加藤邦彦(農林水産省　草地試験場) ｢蛍光性シュードモナスの生態｣ :蛍
光性色素を生産する細菌､とくに､ PseudomOnaS fluorescens, P.putidaは土壌お
よび植物根圏に多数存在し､作物生育に関輿していると考えられている｡これら種
の類別化の方法を創出し､それをもとに各種土壌とそこに生育した小麦の根圏のこ
れら細菌群の棲み分けの特殊性と一般性について問題提起がなされた｡
(5)南沢　究(茨城大学　農学部) ｢土壌中におけるダイズ根粒菌の遺伝的多様
性と生態｣ :土着根粒菌の高い桔抗力の原因
を解明する一貫として､土壌中のダイズ根粒菌(Bradyrhizobium japaonicum )の
遺伝的および生理的性質を分子生物学的手法を用いて検討した｡そして､生理的又
は窒素固定能の異なる二系統の存在することが､明かになった｡また､分子生物学
的指標を用いることによって､土壌中のダイズ根粒菌は多様な菌株と集団からなる
ことが知られた｡
(6)金沢音二郎(東京大学　農学部) ｢土壌酵素について｣ :土壌中における物
質変化の共通の仲介者としての土壌酵素について,研究の現状と問題点および各種
土壌条件下での活性発現などについて整理的な報告がなされた.
(7)菅家文左衛門(福島県農業短期大学校) ｢土壌中における有機物､主に炭水
化物の変化と土壌条件｣ :土壌中の
炭素の主要な給源である植物の有機成分の分解に焦点を合わせて､土壌条件との関
係､存在状態との関係などに検討が加えられたoそして､とくにそれらの存在状態
が微生物活性に影響をもたらすことが提出された｡
(8)丸木卓哉(山口大学　農学部) ｢作物根圏のバイオマス窒素循環｣ :植物根
圏には微生物的にも特殊な生態系が形成されている｡そして､そこには植物根圏と
微生物とのダイナミックな相互作用が存在している｡その中でとくに窒素の輪廻を
定量的に把握するための方法の案出と､それに基づいて測定された収支の評価につ
いて論議された｡
3.まとめ
以上､ 8塵を､ 1)物質の微生物的変化に外から流入添加または投入された
二次的物質がどう影響するか､ 2)植物根と直接または間接的に影響し合う微生物
の生態と役割､ 3)物質変化の様相とそれに関輿している土壌条件､の三つの則面
から現状の整理を行ない二､三の問題点の摘出を試みた｡
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ワークショップ　｢植物および微生物の光反応機構の解析と変異株｣
大瀧　保(東北大学･遺伝生態研究センター)
〔はじめに〕
近年､地球上の環境条件は少しずつ変化していると言われている｡その一つ
は､オゾン層の破壊による紫外線(W-a)の増加に見られるように､光環境条件の
変化である｡菜魚体を含む高等植物のエネルギー獲得はもとより､一見､光とは
無線と思われるようなバクテリアや菌類に至るまで､その形態形成､そして運動
や行動が､多くの場合､光の制御を受けている｡従って､地球上における光条件
の変動によって､これら生物は実に重大な影響を受けかねない｡一昨年および昨
年のワークショップの課題である｢微生物と光｣と｢植物の光反応機構の解析と
変異株｣において､我々は幾つかの代表的な微生物や植物を選び､一それらの光形
態形成や光運動反応の解析を行い､その機構を解明する上での最良の戦略を検討
してきた｡すなわち､多くの微生物や植物はフイトクロムや青色光吸収色素の関
与する系によって､低エネルギーの光を信号として利用し､それらの形態形成や
運動を制御しているが､その機構はまだほとんど解明されていない｡特に分子レ
ベルでの解析にいたっては､紫外線を含む青色光吸収色素系の関与する反応解析
の遅れが目だち､多くの研究者の緊急の課題となっていた｡我々は､適切な突然
変異体の作出が､これら光反応を分子レベルで解析するにあたって､最初に行わ
なければならない重要な課題であるとの認識にたって､その作出すべき突然変異
体の形質やその作出方法について検討を行ってきた｡本ワークショップでは､バ
クテリアや原生動物で同様な課題に取り組んでいる研究者､また古くからの重要
課題である植物成長制御物質との関連で光反応を解析している研究者に特に参加
していただき､この間麿をさらに深く検討することを試みたo
〔結果〕
i.ワークショップの目的と意義　　　　(大瀧　保､東北大･退生研)
主催者として､遺伝生態研究センターの紹介やセンターにおけるワークショ
ップの企画とその日的､さらに本ワークショップの課題を選んだ理由と期待され
る成果などが述べられた｡
_.ハロバクテリアとクラミドモナスの光運動反応
(高橋哲朗､財･サントリー生物有機研)
ハロバクテリアでは､ロドプシン分子の物理化学的構造の特性が､このバク
テリアの光反応の多様性を可能にしているらしいことを指摘した｡すなわち､コ
ドプシンの分子構造や蛋白分子との結合状態が変化することによって､吸収スペ
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クトルが微妙に変化し､その結果､ハロバクテリアはその時々に応じて異なる波
長の光に反応することが可能になるらしいoもしこのようなことが他の生物でも
起っているとすれば･ある条件下で､例えばフラビン色素の関与を示唆するよう
な吸収スペクトルが得られたとしても､ロドプシンが関与している可能性も存在
することになる｡これは作用スペクトルや吸収スペクトルから光受容体を推定す
る場合､留意すべき重要な事項であろう｡
3･ヒゲカどの光形態形成に関する遺伝子単敵へのアプローチ
(宮寄　席､東北大･速生研)
これまで多くの光反応や光形態形成に関する突然変異体が得られているヒゲ
カビ(phycon.y_哩)において､光発現に関与する遺伝子の機構を実際に分子レベル
で解析する際の最良の方法を検討した｡すなわち､ヒゲカビにみられるβ-カロチ
ン合成や胞子套柄形成などの光反応の中で､どの形質が分子生物学的解析に最も
適しているか､それを効率良く行うための形質を換系やベクターをどのように開
発したり改良したらよいか､また光反応以外の反応に変異の起った突然変異体を
も利用した解析法などについて検討がなされた｡
4･アカバンカどの光反応の遺伝学的解析(中島　秀明､岡山大･理)
アカバンカビ(NeurospQ_r9)に見られる光形態形成やカロチン合成の光制御反
応などの中から､特に子義胞子義柄(conidiophore)や子義胞子(conidia)形成にみ
られる光制御リズム(光周期性)について､種々の突然変異体を利用した解析が
なされた｡また､遺伝子発現に関して分子レベルでの解析も検討された｡
5･原生動物の光受容物質　　　　　　(中岡　保夫､大阪大･基礎工)
原生動物のプレハリズマ(貼epharisn串)やミドリゾウリムシなどの塊受容物質
について解析がなされた｡特に種々の突然変異体を利用して､電気生理学的な手
法やロドプシン抗体による染色法を用いて､これら原生動物における光受容体の
同定や光感受部位の解明が試みられた｡
6･高等植物の光屈性機構の解析に向けての突然変異体の利用
(飯野　盛利､大阪市立大･理)
双子葉植物のアルファルファの砿軸たみられるパルス光誘導屈曲の解析から､
これまで過去に明かにきれてきた菌類や単子葉植物の光屈性も含めたこれら一連
の光反応に対して理論的解釈が試みられた｡また､植物の屈曲には必ず伸長成長
が伴うが､その伸長成長に関与するIAAの生成や移動に対する光制御の問題も検討
された｡
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7.シロイヌナズナの光､重力､および接触屈性異常突然変異体の分析と解析
(岡田　清孝､岡崎共同研究機構･基生研)
高等植物の中では比較的分子レベルでの解析の進んでいるシロイヌナズナ
(生壁b主旦由)の光形態形成について､特に里虫突然変異体を用いての解析が紹介
されたo　さらに､種々の阻害物質を用いた実験を通して､光形態形成における
IAAの関与などについても解析がなされた｡また掛こおいて屈曲を起こす場合､そ
の方向性は､回転運動の方向性と密接に関係することなどが明らかにされた0
8.シロイヌナズナを用いた光反応機構変異体利用の可能性
(米田　好文､東京大･遺伝子実験施設)
シロイヌナズナの花芽形成に関して､分子レベルで解析を行うための戦略と
それを遂行するために必要とする突然変異体について解析がなされたoすなわち､
シロイヌナズナの花芽形成は光の制御を受けるが､それに粥与する遺伝子をクロ
ーニングする試みが紹介された｡シロイヌナズナでは種々の遺伝学的解析に有利
な特性を有することもあって､分子レベルでの解析が非常に進んでおり､また演
者の過去の経験も豊富なことから､その解明も近いものと思われる0
9.オーキシンによる遺伝子発現誘導機構一光生物学との接点を求めて-
(山本　興太朗､岡崎共同研究機構･基生研)
演者の過去の光生物学的解析経験を基にして､植物の光反応と密接に関係す
る植物成長制御物質､ IAA､との関係を分子のレベルで解析した｡ IAAによって誘
導される遺伝子も明らかにされ､今後､光がどのようにそれを制御しているか､
またその遺伝子の発現を抑えた時に表現型にどのような変化が現われるかが興味
ある問題となる｡
10.総合討論
まず､ l笠)実験室内での植物の光反応と野外における植物の光反応との違いが
話題となった｡すなわち､自然界では微生物や植物は複雑な環境要因のストレス
を受けながら生育しているが､例えば花芽形成などはそれら環境要因の中でも特
に光周性によって大きく規制されている｡一方､実験室内に持ち込まれた植物で
は､これら環境要因について詳細に検討してみると､かなり反応に｢ふれ｣があ
り､また-敬に多くの要因に対して反応しやすい状態になる場合のあることが知
られているD　したがって､実験室内でみられる植物の反応は､自然界での反応の､
ある特殊な面を反映している可能性もある｡自然界では光反応もその他の環境要
因との複雑な相互作用によって決定されているものと思われる｡ '_%屑物の生物時
計(biological clock)について討論があったGすなわち､実験室に持ち込まれ
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て､長い期間研究に使用されてきた材料であっても､その植物は過去におかれた
環境に対する反応を記憶している場合があるとの指摘があった｡このような植物
は､例えば実験室にあっても季節あるいは年周期の反応を示し､光反応などの精
密な解析の場合には注意が必要であるo材料の遺伝学的同質性や襟準株の確立､
系統の明確な株を親とした変異株の作出などが重要となろう｡ (参生物時計に関し
ては､ヒトでは複数個(主として医学関係の立場から)そして他の動植物では1
個存在するとの考えに対して種々の意見の交換があった｡また動植物を含めて生
物時計の設定や修正に対する光の効果についても論じれれた｡
〔おわりに〕
本ワークショップには2つの主な特徴があったoその第一は､ハロバクテリ
アや原生動物の光反応と光受容体に関する話題提供があり､植物とは異なった面
からの解析があったことである｡これら生物での光反応の多様性とその機構は､
植物の光反応を解析する場合､非常に参考になるものであったo第二に､植物の
光反応と密接な関係にある細胞の伸長とIAAの問題が比較的長い時間をかけて討論
されたことである｡特に光屈性の例にみられる様に､ある光反応を解析する場合､
input価の光受容系側からの解析と､ output伽の細胞の分裂や伸長機構の面からの
解析がある｡ IAAはその細胞伸長の機構に重要な役割を演じていると思われるが､
このoutput仰からも分子レベルで解析が進んでいることは意義深いことである｡
一昨年および昨年のワークショップ｢微生物と光｣ ｢植物の光反応機構の解
析と変異株｣の場合と同様に､本ワークショップには30名におよぷ多くの参加
者があったoそしてそれぞれの研究者が､種々の材料で､突然変異体の作出と究
極的には分子レベルでの解明を試みていることが判明した｡このワークショップ
を通して単なる情報の交換だけでなく､実際に具体的な共同研究に発展したもの
もあったことは､大きな成果の一つであったっ我々はこれらの結果をふまえ､さ
らに多くの研究者間で密接な協力のもとに､短期間で効率良く研究目的を達成す
るために､文部省科学研究菜補助金､総合研究(A) ｢突然変異体を利用した植物光
形態形成反応の解析｣の申請を計画した｡本年度のワークショップはIGEシリーズ
として当センターから発刊される予定であるが､さらに3年間を通して得られた
成果を基になんらかの形にまとめたいと希望している｡
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◎　共同利用研究
植物の成長過程のモデル化
東北大･理　広瀬思樹､　東北大･遺生研　佐藤雅志
1.はじめに
自然における植物の分布や生活等を明らかにする上で､実験的に植物の生理
的特性を知る必要がある｡本研究では､植物の栄養成長段階において環境条件
の成長に与える影響をモデル化し､解析することを目的としている｡モデルは
成長を光合成､呼吸､物質分配等に分け､それぞれの過程と相互関係に与える
環境条件(特に栄養塩･光条件)の影響を定量的に扱おうとしている｡
2.研究経過
オオバコ科の植物数種を栄養塩･光条件をかえて水耕栽培し､栄養成長過程
の生長速度の環境による変化の特性を種ごとに把握した｡それとともに､モデ
ル化の中心となる成長制御の機構をえようとした｡モデルの再現性および栄養
塩･光条件の影響をそれぞれ抽出するために環境制御装置を使用して栽培した｡
生長解析､窒素分析､地上部地下部の呼吸の測定を行なった結果､窒素濃度と
光合成活性や物質分配そして成長速度は､外部環境によって変化するだけでな
く植物の生長に伴いその環境との関係を変化させて行くことが分かった｡そこ
で環境による変化と生長に伴う変化を分離して把握し､生長速度の制御機構を
明らかにしようとした｡時間をそろえ栄養段階を変化させてサンプリングを行
ない環境の影響を取り出し､さらにそれを時間をおって数回行なうことによっ
て生長に伴う変化を取り出すことにした｡それらを材料としてモデル化を進め
ている｡
3.研究結果
オオバコ･ヘラオオバコの環境に対する反応特性を調べたところ､オオバコ
はより貧栄養に､ヘラオオバコはより低い光条件に耐性があることが示唆され
た｡オオバコの貧栄養耐性の要因は､ (1)低い栄養条件下で非同化器官(棉)
への乾物分配率がへラオオバコより高い､ (2)同化器官の窒素濃度の低下が少
ない､ (3)同化速度の低下も少ないことと思われた｡しかし､根への乾物分配
率の上昇は､根の窒素吸収率の低下を招く｡分配と窒素濃度は､同化速度と根
の吸収活性のバランスの問題であると考えらる｡そこで同化速度の決定という
問題に注目した｡同化速度は葉の窒素量の関数となるが､与えられた窒素で同
化速度を最大にするように葉の重さ当りの面積を調節していると考えモデルを
作成した｡そのモデルと実際の植物の成長との対応を検討すると～､物理的に可
能な範囲では調節されているがオオバコでは調節範囲は狭いことが分かった｡
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また､窒素童が増えても同化速度は頭打ちになるのだが､それは光合成の頭打
ちよりずっと早いことから､呼吸による消費が窒素の増加によって増えている
と思われる｡その問題は､生長に伴う生長速度の低下の問題にも関係している
と思われる｡
4.まとめ
葉の重きあたりの面積の調節は､その植物の適応環境を議論することも可
能であるかも知れない｡また呼吸の間態を解いて環境と時間による同化速度の
変化をつかむ｡そして成長速度のもうひとつの重要な要素である同化部非同化
部への分配の最適化を行いたい｡これらの要素を絵合し理論的成長モデルを作
成していこうと思う｡
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土圏ミクロ･コスムにおける踊遺伝子の変異と嫡間伝達
東北大･遺生研　服部　勉　　　　山形大･農　冨樫二郎
岩手大･農　　　　若尾紀夫
1.はじめに
土壌中の細菌のもつ遺伝情報は変異や細菌間伝達により変化していくものと考えら
れる｡しかし､この種の研究はごく限られた細菌で行われているに過ぎない｡本研究
では土壌や作物(イネ､ハクサイ)における細菌の薬剤､重金属耐性プラスミドの伝
達およびファージ特異性の変化を検討し､土圏ミクロ･コスムにおける細菌遺伝情報
の変異や細菌間伝達に関する基礎的知見を得ることを目的とした｡
2.研究経過
( 1 )土壌中での薬剤､重金属耐性プラスミドの細菌間伝達(主として若尾担当)
ポットにイネを植え根圏土壌(RS) ､非根圏土壌(SS)にガラス管を挿入し､
その中に大腸菌宣･⊆旦止‖8101のコンビテント細胞の懸濁液lnl (8× 1 0ecfu/ml)
を注入した｡対照区として大腸菌を接種しない土壌(CS)を用いた｡環境制御装置
に4時間静置後ガラス管基部の土壌を希釈し､各々Hg2◆(HsCl2)などの5種の重金属
およびクロラムフェニコールなど5種の抗生物質を含む培地に塗末培養し､接種した
大腸菌のそれらに対する耐性を調べた｡培養温度は3 5℃で平成2年6月18-19日と
8月21-22日の2回行った｡
(2)ハクサイおよび土壌での軟腐病菌Ervinia carotovora subsp.ca r  tovo ra
のファージ特異性の変化(主に冨樫担当)
ポットに栽増したハクサイの中肋および根圏に平成2年6月2日(松島交配新6号､
5月7日播種)および9月1 4日(同品種､ 8月10日播種)にファージ特異性の異なる軟
腐病菌の系統を各々単独､混合またはファージ粒子と混合し接種した｡環境制御装置
に2日間静置後接種した軟済病菌をMD培地による希釈平板法で分離した｡各区とも
1 0~5､ 1 0~6の希釈液から30菌株分離し､そのファージ特異性をスポットテスト
で調べ､接種した菌との異同を判定した｡
3.研究結果
供試の土壌(RS, SS, CS)を各種重金属および抗生物質を添加した培地での
培養結果を表1.にまとめた｡土壌中には抗生物質耐性菌がかなり生存していたがヒ素
以外の重金属耐性菌はみられなかった｡分離後､スクリーニングされた大腸菌の水銀
耐性菌はCSで2(25%)､ SSで27(90%)､ RSで20菌株(100%)であった｡
供試の大腸菌は水銀耐性でないので､この結果から土壌中で水銀耐性を獲得した可能
性が示唆された｡
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しかしながら保存中に水銀添加培地では生育不能となり獲得した水銀耐性が保存中に
失うものと推定された｡ヒ素耐性菌も同様に分離後スクリーニングしたところ､ CS
で5(100%)､ SSで1 2(92%)､ RSで5菌株(71%)えられた｡しかし供試の大腸菌
もヒ素耐性をもつことから､土壌中でヒ素耐性を獲得したと判断することは危険であ
ろう｡
土壌やハクサイに軟腐病菌を単独に接種した場合､ 2系統(Ⅰ(A)､ Ⅳ(D))とも
ファージ特異性に変化はみられなかった-(蓑2) ｡しかし､ 4系統(Ⅱ(A)､ Ⅳ(D)､
Ⅴ(E)､ Ⅵ(ド))の混合液(B)とそれにファージを加えて(B+P)接種した場合に
は､接種した系統とは異なるファージ特異性を示す菌株が分離されたく蓑3) ｡しか
し､変化した菌株が供試のどの系統に由来するかは不明である｡また本実験を通して
いずれのファージにも反応しない菌株も得られた.
4.まとめ
今回の実験を通して土壌中で大腸菌が水銀耐性を獲得すること､抗生物質耐性菌が
土壌にかなり存在すること､軟腐病菌のファージ特異性も他の系統やそれらのファー
ジの存在下で変化することが観察された｡これらの現象は､′土壌中で細菌のもつ遺伝
情報が細菌間伝達や変異により変化することを示唆していると考えられる｡今後はこ
のような重金属耐性･ファージ感受性の変化の横様､大腸菌の水銀耐性で指摘された
ように一度獲得した耐性の安定性などの解明が必要であり､これらに関連した休系的
な研究の推進がのぞまれる｡
裁1. EMBtuL日出及びr)NBtLL地における細菌数(コ/g soil)千
uNB培地　　　　　　　EMu培地
cs E.Coli SS RS CS
Non　　　　　　7xl0'I　　　+　　　3xlO9　7xl08　5xlO4
As3十( 5mM)　lxlO3
ltg2十(0.5111日)　　0
【:d2+ ( 10日H)　　O
Cr6+ (250nlH)　　(I
Hn21 (luOnlH)　　0
)　(ix1011
I)　7xlO5
i)　2xl05
1　1　111　1m m m m
ill iZI i"HⅦi"∫tLD 求 bD bb〃　〃　〃　〃nU nU nU nU2　ハhU　5　3何113qtul【Ⅶ川Uハし　∧　nl mT N　∧　ハし
3xlO5
Km(GuJLg/lul)　3xIO5
+　　　4xlO3　2xlO3 1xlO2
o lxIO5　5xIO4 1xlO3
0　　　()　　()　　　U
∩ 0 H 0
u ∩ 0 0
u O　　　0　　　0
0　　　()　　　U 0
u u  U
l1　　　0　　　n U
o u 0 0
ss､肘ui区_71域; l己S､仙払順二L鳩; CS､州Irt区上川･･ l､多数
･uN岬肘C+I-ll-持した細別-f･のコロニー数及びEH111'一帖で生命した
大脳描けf.と拙正されるコロニー(;-jr',A,張色のコロニー)数
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表2･ハクサイおよび土卿こ単独接種した軟常病菌の
ファージ特異性の変化
軟腐病菌 兒ｩz2?7-シ~感受性 
の系統 ?ﾉ8?r??庶ﾍ 
1 ??29 
I(A)2 ??30 
3 ハクサ ??30 
イ 1 ??30 
ⅣくD)2 ?r?7 
･3 ??30 
I(A)1 ??28lI 
2 土主文 Ⅳ(D)1 ??30 
30 ??
2 ??30 
1 )供式の30南棟のうち2菌株がファージ非感受性
表3.ファージ特異性の異なる戟甫病菌を混合接種した後に分離した南棟のファージ特異性
分離源は種源 兒ｨ??t7-ジ感受性薗株数 都rﾘ5g餔?H???
菌株数 ?&Ff&C4ｦVbﾒ?菌株数S) 
Ellll ??01028 ?
2 ハクサイ B+P2I1 ??00030 
30 ??#?1 
2 ??000281 售?
Bl ?"?2056 ??
2 土壌 a+Pl ?B?151161 
15 ??3"? 
2 ??013413 
3 ?"?9531 
1)細菌混合油　uく8).ⅣくD),V(E),ⅥくF)
3) , 4)各々2つのファージに反応する蘭株
5)供試の細菌のファージのいずれにも反応Lj/ない菌株
LH
2)細菌+ファージの混合油
制御環境下における植物の形質発現とその変異性の解析
京都大･理､東北大･遭生研　河野昭一
東北大･遺生研　　　　　　　石粟義雄
東北大･理　　　　　　　　　平塚　明
1｡はじめに
今年度は植物の生活環を制御する環境要因､とくに日長､光強度､温度と植物の形質
発現との関係を制御環境下で解析を行ない､植物集団の局所的適応分化がいかなる機構
で進行しているかを数種の野外植物集団を用いて考察した｡
2｡研究経過
植物種としてタネ､ソケバナ(6集団) ､カタバミ(5集団)､ミゾソバ､ヤマミゾソ
バを用いた｡タネツケバナは水田集団として､富山(日本海側) ､京都(内陸) ､大阪
(太平洋側)を山地集団としては富山と京都の山地型を比較し､これに水田に隣接する
果樹園集団を加えた｡カタバミは3地点の海岸集団(高浜一日本海側､瀬戸および潮岬
一太平洋側)と2地点の内陸集団(五条一和歌山県､京都)を用いた｡ミゾソバについ
てはミゾソバを平地型､ヤマミゾソバを山地型として比較を行なった(なお､この両種
には中間的なタイプが多く認められ分類学的な混乱が見られる) ｡
3｡研究結果
( 1 )　タネツケバナ(CaTdamine flexuosa With)
各集団の実生を30日間低温処理(5℃)し､その後8/1 6時間(明/暗)の短日
条件､および1 6/8時間の長日条件下においた｡
( i )全ての水田､果樹園集団は短日､長日､低温一短日､低温一長日条件で開花した
が､長日条件は著しく前繁殖期間を短縮し､さらに低温処理が加わると一層促進された｡
しかし､日本海側の富山集団はこうした環境の違いによる反応の差が小さかったが､太
平洋側の大阪集団は大きく影響された｡
( ii )低温一長日条件ではどの集団においても一斉に節間伸長とそれに引き続く花序の
形成が起こるのに対して､短日条件における開花は個体間のバラつきが大きく､且つ長
期間にわたる花序形成が見られた｡この開花様式は野外集団が示す春期の一斉開花と秋
期の不均一な開花と一致している｡
( ii )低温一長日で開花した個体は結実後全ての葉が枯死し､個体が枯れあがるが､短
日で開花した個体ではこのような現象が認められず､これが長期間にわたる花序形成を
可能にしている｡
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(iv )山地集団はいずれも短日条件では開花せず､低温と長日のどちらかが開花に必須
であり､水田集団と大きく異なる｡さらに､前繁殖期間が低温一長日の条件が与えられ
た場合であっても水田集団に比べて著しく長い特徴を示した｡
( Ⅴ )分枝様式の違いが個体の革型を大きく変え､茎基部からの分枝が旺盛な場合叢生
型となり､高位節からの分枝が盛んな場合には直立型となる｡節間伸長の開始が早い集
団では叢生型となり､ロゼットを形成したのちに節間伸長を開始する場合は直立型にな
り易い｡
( 2 )カタバミ(Oxlsalis corniculata L)
日長反応は前述の条件下で制御環境装置を用いて検討し､光強度およびはふく枝の伸
長様式については温室内で行なった｡
( i )長日条件が花序形成を輯く促し､その効果に集団間で違いがあることが明らかと
なった｡とくに海岸集団である高浜は短日条件下で全く花序を形成しないが､内陸集団
である京都および五条は大きな抑制が見られなかった｡
(立)各集団に共通して､長日条件では主茎の伸長と節数の増大が見られたが､短日条
件ではほふく枝の伸長と節数の増大が顕著であった｡これは長日条件が垂直方向の生長
(叢生型)を促すのに対して､短日条件が水平方向の生長様式(ほふく型)をとること
を示している｡
(ii)遮光条件下(相対光硬度､ 2 00/.)では地上部の生長が地下部に大きく優り､限
られた光環境に対する反応を顕著に示した｡
( iv )光環境が開放的な環境に生育地をもつ内陸集団と林床という光環境が制限された
環境に生育地をもつ海岸集団を上記の遮光条件下で栽培した場合､前者では著しい光合
成活性の低下を引き起こしたが､後者では僅かな低下が見られたのみであった｡
( 3 )ミゾソバ. (Polygonum thunbeI.gil Sieb. et Zucc.)
ヤマミゾソバ(P. oL･eOPhillLm (Makino) Ohvi)
( i )短日条件で開花期が早まり､先端に閉鏡花をつける地下走出枝の数が増大しその
節間伸長が促された｡さらにこの条件では地上花序枝の数が増大し､節間伸長も促進さ
れその先端に多くの閉錦花が形成された｡
(立)より短日条件であるほど上記の現象が賛められる｡この傾向は平地型(ミゾソバ)
よりも山地型(ヤマミゾソバ)で尊く観察された｡さらに近隣集団においても選択圧の
違い(立地の変動性､林緑と林内､連続的分布と隔離分布)による局地的な分化が生じ
ていた｡
(血)本州の高緯度のミゾソバ､ヤマミゾソバほど花芽分化に至るまでの期間が短い傾
向がある｡とくにヤマミゾソバの一部には2回の開放花の花期が見られる｡最初の開花
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は主茎の頂端にのみ生じ､花数は少なく､不稔である｡これに対して2回日の開放花に
は稔実するものが多い｡
4　まとめ
タネツケバナにおいて､水田集団と山地集団が示した環境に対する反応性の違いは人
為的捷乱の有無が集団の形質発現に大きく影響をあたえていることを示し､さらに日本
海側と太平洋側の集団が環境の違いに対する表現型可塑性に基本的な違いを作り出して
いることを示した｡これらの現象の一般性を確認するために扱う集団をさらに広げると
共に､集団間､集団内変異性の遺伝的な解析をすすめる必要がある｡
多年生植物が環境の違いに対してどのような対応をしているかを解析する対象として
カタバミを取り上げた｡ほふく枝を広げることによってより多年草的な性質を費めると
共に､活発な種子生産を行ない1年草的な次年度への物質配分を行なっている｡これら
が季節的に､生育地の環境と適応的に､あるいは受粉様式の違いに対してどのような機
構によって生活環を調節しているのかをさらに検討する必要がある｡
土壌栄養､水分､光強度などの環境傾度に銘敏に反応するミゾソバ､ヤマミゾソバの
生長･発育の解析が進められた｡とくにこれらの環境傾度と深く関わる開放花と閉鎖花
の分化の機構解析は野外集団における繁殖体生産の制御の生態的な意味と種の進化的な
検討に重大な示唆を与えるものとして期待される｡
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22
環境微生物のプラスミドの抽出方法とDNAプローブを用いたモニタリング方法の開発
東北学院大学･工　遠藤銀朗,　東北学院大学･工　石橋良信
東北大学･遺生研　菊本敏雄
1.　はじめに
水域環境や土壌環境の状態を良好に保全するうえで､環境中の微生物の果たす物質代謝
の役割は重要であると考えられている｡微生物による特定の物質の分解あるいは生成とい
った能力は､染色体あるいはプラスミドDNA中の遺伝子に由来する性質であり､遺伝子
を調べることによって環境中の微生物の浄化機能を予測することが原理的には可能である
と思われる｡しかし､自然環境中に広く薄く分布する微生物の遺伝子を回収して目的とす
る遺伝子の量や質的特徴を調べることは､実験室での培養細胞から性質の知られた遺伝子
を回収して調べるのとは異なり､多くの困難を伴うものと考えられる｡
本共同利用研究においては､低濃度微生物サンプルから染色体やプラスミドDNAを回
収し､それをポリメラーゼ･チェーン･リアクション法(PCR法)による試験管内増幅
によって検出することを試みたとともに､ DNAプローブを用いて特定の遺伝子を有する
微生物をハイブリダイゼ-ション法によってモニタリングする方法の開発を行なった｡
2.　研究経過
γ-BHCを分解する酵素タンパクをコードするプラスミドp IMA21)を保有する大
腸菌を培養し､これより潜菌･回収したプラスミドDNAを用いて､ PCR法によってγ
-BHC分解遺伝子(⊥主且　旦)部分を特異的に増幅させて検出する実験を行なった｡
この際に､検出方法としてドットプロットハイブリダイゼ-ション法を用いたが､そのた
めのDNAプローブとして非ラジオアイソトープ型のものとして現在最も高感度と考えら
れる化学発光ラベル法によって作成したプローブを用い､ Ⅹ線フイルムを感光させて検出
する方法を採用した｡
次に､土壌細菌であって植物病原菌としても知られている基地蓮carotovoraの染色
体中のペクチン酸分解酵素をコードする遺伝子領域(旦Ai i)を標的とするPCR反
応を行なうことによって､実際の土壌環境中に存在するこの細菌を検出しモニタリングす
る方法について基礎的な検討を行なった｡このために､宣. carotovoraの一夜培養液の少
量を滅菌土壌に混合し､そこから菌体の分離回収･染色体の抽出･ PCR反応を行なって
標的菌体の存在の有無を判定するための実験を行なった｡
いずれのPCR増幅実験においても､ DNAシンセサイザーによって合成した各遺伝子
を挟む2つの20merのDNAをプライマーとして用いた｡
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3.　研究結果
培養大腸菌細胞より抽出し回収したプラスミドp IMA2を､ PCR法の反応繰り返し
回数を5, 10, 15, 20, 25回に変えて増幅したものを､ナイロンメンブレン上に
8, 4, 2, 1〝Lずつプロットし､ドットプロットハイブリダイゼーション法によって
検出した結果を写真-1に示した｡この結果から検出反応強度はPCR反応の回数と密接
に関連するとともに､他のDNA (コントロールとしてプロットしたDNA)とは全く反
応せず､特異的な標的遺伝子の検出が可能であることが知られた｡したがって､ PCR法
とDNAプローブ法とを組み合わせることによって､環境微生物の特定遺伝子の定量的な
把握の可能性が示唆された｡
義　　∴■●e
曹呑　鼻●l一一
写真-1　γ-BHC分解遺伝子のPCR-ドットプロット法による検出結果
写鼻は下表に対応する.
･サイクル故5回　　　　･サイクル牡1 5回
(8､ 4､ 2､ 1 )　　　(8､ 4､ 2､ 1 )
･サイクル投10回　　　･サイクル数20回
(8､ 4. 2､ 1 )　　　(8. 4､ 2､ 1 )
･サイクル数25回
く8､ 4､ 2､ 1 )
･① (9　@　㊤
①pBR322 (×100)　4JLl　③1-DNA(×100)　　4JJl
lJ･1　⑳puc4ti(xl00)　4/.1
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宣. carotovoraを滅菌畑土1 00 g当たり1 04CFUだけ混合した後､分離回収した染
色体を用いてPCR反応(25サイクルで1回の反応を終了)を2回繰り返すことによっ
て､この微生物の遺伝子を増幅し検出した結果を写真-2に示した｡このようにトータル
反応繰り返しサイクル数を50回とすることによって､土1g当たり100個程度にしか
存在しない微生物細胞であってもその存在を確認することが可能であることが知られ､ P
C R法を土壌微生物のような環境微生物の検出モニタリングに適用できることが示唆され
た｡
写真-2　土壌から墨. carotovoraの染色体を回収後､ PCR法によって増幅した結果
①A巾粥_QDN AハlindJV
(27pNN 1 O 1(+)コントE'･-Jt,PCR25cycles
(動ブランク
の減萌+.I_ルヒニア未放出回収綾､染色体抽出操作後
pc R 2rr･r円totd50r:ycles(-)コントロール
@7'5.'ク
㊥減丙ヒ_tルビニア放IH阿収捷/染色体抽出操作検
pc R l同Rtot,1t25cycles
G7)′′ ′′ P C R 2 rpl日totaL50cycles
(_6)′′ ′′ ド C R 3何FIIotat75cycles
(参考文献)
1)　福田雅夫;私信
2) lto K. eLal; Agric. Biol.Chen., 52, 479 - 487 (1988)
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Lノタス種子光発芽J性ここ関する
突然変異体の作出
東大･理　井上康則､　東北大･遺生研　大瀧保､宮号厚
1.はじめに
ブイトクロム依存レタス種子光発芽現象は､ブイトクロム発見の端緒となった
Borthvick等(1952)の赤/近赤外光可逆性の報告以来数多くの研究がなされてきた
が､その発芽誘導機構に関してはほとんど解明されていなかった｡申請者等は最
近､光は種子内のジベレリンAl(GAl)の濃度を上昇させ､果皮中のアブサイジン酸
の効果を打ち消すことにより発芽講等を行うことを兄いだした｡本研究において
は､ホルモンの定量により得られた上記の考え方を､光発芽性に関する突然変異
体の作出･解析より確認することを目的とした｡
2.研究経過
昨年度は､突然変異誘発処理に用いるEMSの最適漉度を花粉中の無核花粉率から
0.2Ⅹ程度と決定した｡この結果を基に､ 0.2ⅩEMSにより突然変異誘発処理をした種
子4000粒を東大･農学部付属農場で栽培し､ M2世代の種子を得た｡
3.研究結果
この種子を光に対する反応性でスクリーニングした｡方法の詳細はlGEシリーズ
｢植物の光反応横樵の解析と変異株｣ 1990に述べた｡その結果､ ①連続近赤外光
下であるにもかかわらず発芽してくる種子が8個､ ②赤色光照射では発芽せずGA3
投与で発芽する種子7 7 8個､ ③GA3でも発芽せずフシコクシンで発芽する種子
47個を得た｡これらの種子の内､ ①③に付いては全個体､ ②に関しては､全個
体を約2週間温室中で栽培した後､徒長傾向を示す個体､逆に棲性形質を示す個
体を中心に3 1 9個体を選抜LM3種子採取用に栽増した｡そして､遺生研フィト
トロンで栽培した分に付いては､ ①で9株､ ②で1 2株､ ③で7株からすでに種
子が得られているが､種子形成量は株ごとにかなりばらついている｡現在東大･
理･植物の温室において1 3 1株の②が生育を続けており､これらの中に､光照
射下でも節間が徒長する株(写真一番左)が1 6､逆に節間および葉の伸長が抑
制された株(写真左から2番目)が6存在し､それぞれブイトクロム欠損･GA合
成系欠損株である可能性が高い｡
4.まとめ
現在M3種子を得ている最中であり､最終的な結論を述べられる段階ではないが､
②の発芽形質を示す株の中に､ブイトクロム欠損株･ GA欠損株と推測される株が
複数個体含まれることは､レタス種子光発芽においてGAの存在が光情報発現に必
須であることを示唆している｡これらの個体からM3種子が得られしだい､光に対
する反応性を調べ､ M2世代と同一の性質が保有されていれば､直ちに野生型枠と
の戻し交配を行い､光発芽性に関与する遺伝子座の数を特定し､さらにそれぞれ
の株の相補性を調べる予定である｡
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赤色光照射で発芽せずGA3投与で発芽した､突然変異誘発処理済みグランドラピッ
ズ種レタス種子(M2世代)の形態的変異｡一番左=節間が徒長し､黄色味を帯びた
細長い葉身を持つ(ブイトクロムの欠損株?) ｡左から2番目=節間伸長せず､
葉身も展開しない(GA欠損株?) ｡右から2番目=左2つの二重突然変異?｡一
番右=外部形態的には野生型｡発芽後温室で8 3日間栽培｡
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糸状菌iこお古ナる形態形成の光蒔け御
島根大･農　本田雄一,東北大･速生研　熊谷　息
1.はじめに
キク祐斑病菌Septoria血Sydowは分生胞子の飛散によって伝染し､キクに
多大の被害を与える｡分生胞子の発芽管は負の屈光生を有しており,気孔からの病
原菌の侵入を容易にする働きがあると考えられている｡本菌の分生胞子発芽管の眉
光反応には強い波長依存生があり､ 340-500nmでは負､ 580-700n皿では正の屈光反応
が誘導される｡これら相互に反応の方向を異にする2つの波長帯の相互作用につい
てはこれまで全く検討されていない｡本病菌の宿主植物-の侵入に決定的な影響を
与えるという生愚的叔点からも､分生胞子発芽管の屈光反応における波長間の相互
作用の解析が望まれていた｡
2.研究の鮭過
今回の共同利用研究では､既に分生胞子発芽管の単色光に対する属光反応が明ら
かにされている墨･旦垣担を用い､負の屈光反応を誘導する光の波長域と正の反応
を誘導する波長域を種々の都合で含む混合光に対する屈光反応を親祭することによ
って､屈光反応における2波長間の相互作用を検討した｡そのため､東北大学遺伝
生態研究センターに導入された分光エネルギー分布測定装置により､作用の方向性
を異にする波長域を種々の都合で混合し,兼寿天平坂培地上で発芽した分生胞子に
上方から周射した後､発芽管の屈光反応を顕微兼で観察した｡
3.研究結果
カラード蛍光灯の連続照射下ではBLBおよび純青色蛍光灯は高い負の屈光反応を誘
導したのに対して､縮線色､純真色および純赤色蛍光灯は正の屈光反応を誘導し､
特に､純赤色蛍光灯(872f川/cm2)では高い正の屈光反応が叔索された｡しかし,
赤外線ランプ照射下(838FEW/cm2)では､正､負いずれの反応も認められなかった｡
透過下限波長が290nmから390n血の範囲のガラスフィルター透過光下では負の反応が
認められたが,透過下限波長が長くなるにつれて反応が弱くなった｡また､ 620nmお
よび650nJn以下をカットするガラスフィルタ-透過光下では高い正の屈光反応が誘導
された｡これに対し, 460nmおよび480nm以下をカットするガラスフィルター透過光
では正､負いずれの反応も認められなかった｡すなわち､ガラスフィルターの透過
下限波長を480mmや460nmと短波長側に移行させ､照射光中の青色光成分の比率を増
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加させると､赤色光によって誘導されていた正の屈光反応は徐々に弱まり､ 460nmに
透過下限波長を持つフィルターでは両方光の反応が均衡したものと考えられる｡同
様に､青色光と赤色光のカラードランプによる混合光でも､青色光の比率が高くな
ると負､赤色光の比率が高くなると正の屈光反応が親索された｡このように､墨.生
垣鎚の分生胞子発芽管の屈光反応は340-500nmでは負, 580nn-700nmでは正, 1200n
m(600-2200nm)に中心波長を有する赤外線では無反応であること､また､各々正と負
の反応を誘導する波長の光は互いに桔抗的に作用し,青色光と赤色光の一定の比率
の混合光下では正,負の反応が相殺され,無反応になることが明らかになった0
2(J
4.まとめ
正および負の屈光反応を誘導する光は相互に桔抗的に作用することは明らかにな
ったが､各々の反応が独立して誘導されるのか,または光の受容に近い過程で相互
作用を行っているのかについては全く明らかになっていない｡また､紫外光が青色
光と赤色光の桔抗現象に影響し､赤色光による正の屈光反応誘導効果を著しく減殺
する効果を持つことも叔無されており､本菌の分生胞子発芽管の屈光反応における
光の波長間相互作用の機構解明は今後の課題である｡
本共同利用研究を実施するに当たり､連生研の方々には多大のご援助を頂いた｡
厚く御礼申し上げる｡
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植物病原微生物のプラスミドの性状について
東北大学･農学部　江原　淑夫､羽柴　輝良
東北大学･通生研　菊本　敏雄
1 .はじめに
最近多くの作物において土壌病原菌による新しい病害が各地で発
生し､その被害が年々増大していることから､これら病害の防除対
策が早急に検討されなければならないo　一方､病原糸状菌において
核外遺伝子D N Aが分離され､その存在と病原性との関係が注冒さ
れている0
本研究は昨年に引き続き､植物病原菌から核外遺伝子D N A (プ
ラスミド)を分社し､その性状を検討し､病原菌との関係を明らか
にするとともに､土壌病害制御の方向性を検索することを目的とす
る｡
2.研究経過
プラスミド(pRS64)はどの様な情報を出して宿主を認識するか､
さらには病原性にどのように関与しているかについて解析する｡そ
のためには､生化学的手法として､プラスミドのどのORF　がタンバ
ク質の翻訳に関与しているのか､ノーザン･プロット法で解析した0
-万､ PFaE法により病原菌の染色体DNAとpRS64との相同性の解析を
サザン･プロット法で行ったo　さらに､相同領域を持つ染色体　DNA
断片のクローニングと検出を行った｡
3.研究結果
星.地止蘭の転移因子､ pRS64のほぼ全域のシー･ケンシングを行
い､これらの塩基配列に対して､ ORF　の解析の結果､ 0･4Kb前後の
短いORFが4つ認められた(第1防)o　さらに､本転移因子を保持す
るRト64南棟から抽出したmMAに対して､ pRS64の冬断片をブロー
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プとしてノー･ザン･プロットの解析の結果､ pRS64　由来と思われる
約0.6Kb　のバンドが検出された(第2固)｡本バンドは､ pRS64　上に
認められたORF　2　の領域のブロー･プ, BE-3と反応したことから､本
oRF　は何らかのタンバク質をコ一･ドしていることを認めた｡さらに､
染色体DNA　とpRS64　との相同性の解析の結果､ PF8E法によって分讃
した染色体の最も小さいサイズ､約1.1Kb　とハイプリグイズした｡
しかも､相同性を認めた1.1 Kb染色体DNAの制限酵素断片とpRS64と
のハイプリダイゼ一･シヨンから､相同領域は分散していると考えら
れた｡
pRS64-2
ORFl QRE2　　　　　　　　QRE3
1-　　　　　～　　　　　　　　　～
ORF4
=:≡
300　bp
トーーー･-｣
第1回. pRS64の塩基配列の決定と本配列のORFの解析o UGAコドン
をトリプトファンコドンとして使用
1　2　　　3　4　　　5　6
′　●　●
Kb
0.〇 ･･･一 義
H H亡　　　　　　B E
⊂:亘≡空=コ⊂正≡⊂==工区;王コ
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票2臥　pRS64を保持する町64
菌操から抽出したmRiIJAに対し､
pRS64の各断片をプローブとし
てノーザン･プロット解析
レーン2,4,6:pRS64DNA､
レーン1.3,5:mRNA､
レ-ン1,2:プローブH-12使用､
レーン3,4:プローブBE-3使用､
レーン5,6:プローブBE-9使用｡
4 .まとめ
プラスミド,pRS64は何らかのタンパク質をコード　している｡今後､
太タンパク質の同定と宿主認識機構との関係を追求する｡
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細胞質蛾性不稔退伝子の構造と発現
東北大･退生研;亀谷寿昭　　　RR木工業大学;竹田其敏
1.はじめに
細胞質雄性不稔(CMS)は農業上有効であるが､その退伝子レベルにお
ける解析はいくつかの作物に限られ､そのメカニズムも"可能性"のレベル
を脱していないのが現状である.
木研究では､ CMS退伝子の相同性を通して作物間の差異､及びそのメカニ
ズムに迫ろうとするものである.
2.研究経過
cMS-Car,otの比t-DNAのllindIII切断片に､ T型CMS-Haizeの特異断片
TURF-2H3をプローブにしてhybridizeしたところ､ CMS･･正常両系統ともに
homologyを示した.しかし2H3断片の中の特異ORFをプローブにした同様の
hybridizeでは､ CMSの一系統のみ高いhomologyを示した･このHindHI特
異断片をpUC19にクローニングし､塩基配列を解析した･
3.研死結果
クローニングした特異断片は､ミトコンドリア特有のATrichを示し､
100bp以上のORFは4ヶ所兄いだされた･またこの中のORFの一つは､
T型CMS-Haizeの特異ORFに非常に高いhonologyを示した･
4.まとめ
cMSの原因となる蛋白コJJド領域について､ Carrot･Maizeで強いhomol
logyをもつ可能性が示されたが､異種間においての(特に申子粟･双子薬間
での)この様な示唆は興味深いものと思われる｡
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